BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 




Prioritatsbescheinigung uber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Anmelder/lnhaber: 

Bezeichnung: 

IPC: 



100 46 960.4 

22. September 2000 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH, 
Mannheim/DE 

Verfahren zur Herstellung einer aktiven, 
heterodimeren AMV-RT in prokaryotischen Zellen 

C 12 N 15/70 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
spriinglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 02. August 2001 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der Prasident 

lm Auftrag 




A 9161 

06/00 
EDV-L 



Roche Diagnostics GmbH 5272/00/DE 



Verfahren zur Herstellung einer aktiven, heterodimeren AMV-RT in prokaryotischen Zellen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer rekombinanten aktiven heterodi- 
meren AMV-RT durch Expression einer oder mehrerer fur die a- und/oder fi-Untereinheit(en) 
der AMV-RT kodierenden DNA-Sequenzen in prokaryotischen Zellen unter bestimmten 
Wachstums- und Induktionsbedingungen. 

Die Entdeckung der Reversen Transkriptasen in den 70er Jahren widerlegte das "zentrale Dog- 
ma" der Molekularbiologie liber den Informationstransfer von der DNA liber RNA zum Protein 
als unidirektionalen Prozefi (Termin H. und Mizutani S., 1970 Nature 226:1211-1213; Baltimore 
D., 1970, Nature 226:1209-1211). Die enzymatische Charakterisierung dieser RNA-abhangigen 
DNA-Polymerasen ist die Basis des derzeitigen Verstandnisses liber den Vermehrungszyklus von 
RNA-Viren und somit auch iiber die Entstehung und Verbreitung von Krankheiten, die durch 
diese Viren-Gattung verursacht werden (Krebs, AIDS etc.). 

Fur Molekularbiologen sind diese Reversen Transkriptasen jedoch auch ein Werkzeug zur Syn- 
these, Amplifikation und Klonierung von cDNAs (RT-PCR). Diese Technik erlaubt eine verein- 
fachte und beschleunigte Untersuchung von Genexpression in eukaryontischen Zellen. Nach 
Isolierung der gesamten mRNA aus Zellextrakten oder Geweben wird durch die Rervese Trans- 
kriptase die mRNA in cDNA "ruckubersetzt" und durch den darauffolgenden PCR-Schritt am- 
plifiziert, so daS eine Klonierung und Charakterisierung moglich ist. Dadurch entfallt einerseits 
die Aufklarung von Intron- und Exon-Strukturen der Gene, andererseits ist auch eine Untersu- 
chung der Genexpression in der Zeile wahrend verschiedener Lebenszyklen oder bei der Entste- 
hung von Krankheiten (wie z.B. Krebs) moglich. 

Reverse Transkriptasen (RT) aus drei verschiedenen Retroviren sind bislang genauer untersucht: 
Die RT aus Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV). Dieses Enzym besteht aus einer einzigen 
Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 78 kDa (Prasad V.R., 1993 reviewed in Reverse 
Transcriptase, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 135). Fer- 
ner ist eine RT aus Human Immunodeficiency Virus (HIV) bekannt. Diese RT ist ein Heterodi- 
mer, das sich aus zwei Untereinheiten, p66 und p51, zusammensetzt, wobei die Untereinheit p51 



durch proteolytische Spaltung von p66 entsteht (Le Grice S.FJ., 1993 reviewed in Reverse Trans- 

criptase> Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 163). Dariiber 

hinaus sind RT's aus Avian Sarcoma- Leukosis Virus (ASLV) bekannt. Zu der Familie der ASLV 

gehort auch die aus Avian Myeloblastosis Virus (AMV) erhaltliche RT. Diese RT ist ebenfalls ein 

Heterodimer, das sich aus einer a-Kette mit einem Molekulargewicht von ca. 63 kDa und einer 

P-Kette mit einem Molekulargewicht von ca. 95 kDa zusammensetzt. Auch hier entsteht die a- 

Kette durch proteolytische Prozessierung der P-Kette (Golomb M. und Grandgenett D., 1979, /. 

nd 

Biol. Chem. 254: 1606-1613; Weiss R. et al., eds. 1984, Molecular biology of tumor viruses, 2 
edition: RNA tumor viruses 1/Text Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York). 

Wahrend die M-MLV-RT als Monomer und die HIV-RT als Heterodimer in E. coli exprimiert 
werden konnen, ist die Expression der AMV-RT als aktivem bzw. loslichem Heterodimeren in 
E. coli oder anderen Prokaryonten bislang nicht in zufriedenstellendem Mafie moglich. Gemafi 
WO 00/42199 werden zwar bestimmte RT-Varianten in E. coli- bzw. bevorzugt in eukaryotischen 
Insektenzellen exprimiert, die gewiinschte RT wird dabei jedoch mit iiberwiegend unloslichem 
Anteil (ca. 90%) erhalten. 

Ferner ist eine rekombinante AMV-RT in Zellrohextrakten von E. coli schwer mefibar, da zum 
einen eingesetzte RNA-Templates durch E. coZz-eigene RNasen abgebaut werden und zum an- 
deren E. co/i-Stamme eine DNA-Polymerase besitzen, die neben der DNA-Polymerase-Aktivitat 
auch eine RT-Aktivitat aufweist (Ricchetti, M. und Hue, H„ 1993, EMBO J. 12 (2), 387-396). 
Diese £. co/i-eigene RT-Aktivitat stort somit die Bestimmung der Aktivitat der rekombinanten 
AMV-RT in E. coh'-Rohextrakten und in Fraktionen der Reinigung betrachtlich. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine rekombinante aktive hetero- 
dimere AMV-RT in ausreichenden Mengen zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung einer aktiven heterodimeren AMV- 
RT in prokaryotischen Wirtszellen, wobei eine oder mehrere DNA-Sequenz(en), die fur die a- 
und P-Untereinheit bzw. -Kette der AMV-RT kodieren, in Expressionsplasmide kloniert wer- 
den, die Expressionsplasmide in prokaryotischen Zellen transformiert werden, die Expression 
der heterodimeren AMV-RT induziert wird und die rekombinante heterodimere AMVR-RT aus 
den Zellen aufgereinigt, d.h. isoliert wird. Geeignete Gene bzw. DNA-Sequenzen sind unter an- 
derem solche, die nur fur eine der AMV-RT-Untereinheiten kodieren. Ein Teil des Expressions- 



produktes kann anschliefiend durch bestimmte Mafinahmen, wie z.B. proteolytische Spaltung 
der p-Kette, in die jeweils andere Untereinheit iiberfuhrt werden. Als besonders geeignet haben 
sich fur das erfindungsgemafie Verfahren die Sequenzen SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 er- 
wiesen, welche zu einer aktiven heterodimeren AMV-RT bestehend aus den Untereinheiten SEQ 
ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7 fiihrt. 

Die fur die Untereinheiten der AMV-RT kodierenden Strukturgene bzw. DNA-Sequenzen kon- 
nen entweder auf unterschiedlichen, von einander getrennten Expressionsplasmiden oder einem 
Expressionsplasmid kloniert, gegebenenfalls in Gegenwart von sogenannten Helferplasmiden 
und in einer entsprechenden Wirtszelle exprimiert werden. Geeignete Expressionsplasmide sind 
beispielsweise pDS, pKK177-3 oder pKKT5. Erfindungsgemafi bevorzugt ist das Plasmid pKKT5, 
in welchem die jeweiligen Strukturgene unter Kontrolle des T5-Promotors insertiert sind. Wei- 
tere mogliche Promotoren, wobei es sich bevorzugt um IPTG induzierbare Promotoren handelt, 
sind beispielsweise der lac-, lac UV5- oder tac-Promotor. Optional zu verwendende Helferplas- 
mide, wie z.B. das Plasmid pUBS520, und geeignete Selektionsmarker, wie beispielsweise Ampi- 
cillin oder Kanamycin, sind dem Fachmann prinzipiell bekannt. 

Die Expressionsplasmide sowie gegebenenfalls weitere Helferplasmide werden in eine geeignete 
prokaryotische Wirtszelle transformiert. Bevorzugt wird erfindungsgemafi ein E. a?Zf-Stamm, wie 
beispielsweise E. coli K12 C600, DH5a, LE392, JM83, JM105, NM522, M15, RR1A15, UT5600, 
TGI, A1200 oder die Stamme R coli B y BL21, HB 101 verwendet. Besonders bevorzugt ist erfin- 
dungsgemafi der E. ca/z-Stamm LE392. 

Die Expression der heterodimeren AMV-RT kann durch verschiedene Mafinahmen induziert 
werden. Insbesondere positive Auswirkungen auf die Expression von aktiver AMV-RT haben be- 
stimmte Wachstums- und Induktionsbedingungen. Eine Wachstumstempratur im Bereich von 
10° bis 25°C bei einer gleichzeitig erniedrigten Induktorkonzentration hat sich erfindungsgemafi 
als vorteilhaft erwiesen. Als besonders geeignet hat sich eine Wachstumstemperatur von etwa 
15°C und eine Induktorkonzentration zwischen 0,1 und 0,5 mM, bevorzugt von etwa 0,15 mM 
erwiesen. Bevorzugt wird erfindungsgemafi IPTG (Isopropyl-(3-D-thiogalactopyranosid) oder 
Lactose als Induktor eingesetzt. 

Ferner hat sich gezeigt, dafi die losliche Expression der AMV-RT in prokaryotischen Zellen 
durch die Coexpression von Hilfsgenen gesteigert werden kann. Als mogliche Hilfsgene kommen 
insbesondere das trpT-Gen, das fur die Tryptophan-tRNA kodiert, in Frage. Dariiber hinaus sind 



Chaperongene zur loslichen Expression geeignet, wie beispielsweise, die for GroEL and GroES, 
GrpE, ClpB, Dnak und DnaJ kodierendcn Gene. Die Gene for em oder mehrere Chaperone be- 
finden sich dabei bevorzugt auf einem Helferplasmid mit induzierbarem Promoter, die Gene, die 
for die Chaperone GroEL und GroES kodieren, befinden sich unter Kontrolle eines konstitutiven 
Promotors auf dem Expressionsplasmid, auf dem sich auch die Strukturgene for die a- und/oder 
P-Kette befinden. Erfindungsgemafi besonders bevorzugt ist jedoch, wenn die for GroEL und 
GroES kodierenden Gene auf dem Expressionsplasmid, das die Gene for die a- und P-Kette 
tragt, kloniert sind und die for Dnak, DnaJ, GrpE und ClpB kodierenden Gene auf einem Heifer- 
plasmid kloniert sind. 

Zur Aufreinigung bzw. Isolierung der rekombinanten heterodimeren AMV-RT aus dem Zellex- 
trakt werden - neben den dem Fachmann allgemein bekannten MaEnahmen - insbesondere ge- 
eignete Affinitatschromatographiematerialien wie metallionen-chelatisierende Materiahen oder 
Kationenaustauscher verwendet. Besonders vorteilhaft for die Reinigung der AMV-RT ist, wenn 
die Expressionsprodukte, d.h. sowohl a- und p-Kette mit solchen Peptidsequenzen fosioniert 
sind die zur reversiblen Bindung an bestimmte Saulenmatenalien, wie z.B. Kationenaustauscher, 
metallionenchelatisierende Matenalien, wie Nickel-, Kupfer- oder Zink-Nitriloessigsaure- 
(NTA-) Harze, geeignet sind. Erfindungsgemafi geeignete Peptidsequenzen konnen von zwei bis 
etwa 100 Aminosauren bzw. Aminosaurederivate aufweisen. Peptidsequenzen, die aus zwei bis 
zehn Aminosauren, z.B. Argininresten oder Histidinresten bestehen, haben sich erfindungsge- 
mafi als besonders geeignet erwiesen. Ferner hat sich als besonders geeignet erwiesen, wenn sei- 
che Peptidsequenzen, die aus acht Argimn- bzw. aus sechs Histidinresten bestehen, verwendet 
werden. Daruber hinaus sind auch kommerziell erhaltliche Peptidsequenzen wie z.B. Strep-tag® 
(IBA GmbH, Gottingen/Deutschland) oder das GST-tag (Pharmacia, Uppsala/Schweden) for das 
erfindungsgemafie Verfahren geeignet. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
1 . Beispiel: 

Isolierung der Gene, die for a-Kette und p-Kette kodieren 

Zur Isolierung der p-Kette wurden nach der Datenbank-Sequenz (MEDLINE ID 94366722, Ba- 
luda et al, 1994) Oligonukleotide als Primer designed (s. SEQ ID NO: 1 und 2). Am 5'-Ende 
wurde eine EcaRI-Restriktionsendonukleaseschnittstelle und am 3'-Ende eine Pstl-Restriktions- 



endonukleaseschnittstelle fur die spatere Klonierung in Vektoren eingebaut. Zusatzlich wurde 
ein weiterer 3"-pnmer designed (s. SEQ ID NO: 3), der die Isolierung der ct-Kette ermoglicht. 
Beide Ketten wurden sowohl aus Virus-Lysat (ATCC VR-265) mittels RT-PCR wie auch aus 
einem E. coli-Klon (ATCC 31990), der die p-Kette auf einem Plasmid tragt, mittels PCR gefischt. 
Die PCR-Ansatze wurden auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen, die PCR-Fragmente von ca. 
1715 Bp fur die a-Kette und ca. 2570 Bp fur die p-Kette wurden aus dem Agarosegel isoliert 
(QIAEX II, Gel Extraction Kit, Qiagen/Deutschland), mit den o.a. Restriktionsendonukleasen 
nachgeschnitten und in ein ebenfalls mit EcoRI und Pstl linearisiertes und isoliertes Vektorfrag- 
ment von pUC19 kloniert. Dazu wurden jeweils 1 ul (20 ng) Vektorfragment und 3 ul (100 ng) 
PCR-Fragment, 1 ul lOx Ligase-Puffer (Maniatis et al, 1989 Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press NY (USA), B.27), 1 ul T4 DNA- 
Ligase, 4 ul steriles H 2 O bidest . pipettiert, vorsichtig gemischt und uber Nacht bei 16°C inkubiert. 
Die klonierten Gene wurde anschlieSend mittels Restriktionsanalyse und durch Sequenzierung 
untersucht. Die Sequenzen sind in SEQ ID NO: 4 (a-Kette) und SEQ ID NO: 5 (P-Kette) darge- 
stellt. 

Ein Vergleich mit der Datenbanksequenz (MEDLINE ID 94366722, Baluda, M.A., und Reddy, 
E.P., 1994, Oncogene 9:2761-2774) ergab fur die a-Kette und fur die p-Kette jeweils eine Homo- 
logie von 98,8 % auf DNA-Ebene. Wenn die daraus resultierenden Aminosauresequenzen mit- 
einander verglichen werden, so wird deutlich, dafi die meisten Austausche auf DNA-Ebene soge- 
nannte stumme Mutationen sind, d.h. zu keinem Aminosaureaustausch fuhren. Lediglich drei 
Basenaustausche fuhren auch zu Aminosaureaustauschen, sind aber reproduzierbar in jedem 
isolierten PCR-Produkt zu finden. Es handelt sich dabei urn die Austausche Arg273Met, 
Arg304Gln und Asp495Glu. Die Aminosauresequenzen beider Ketten sind in SEQ ID NO: 6 (a- 
Kette) und SEQ ID NO: 7 (p-Kette) dargestellt. 



2. Beispiel: 

Expression von a-Kette und p-Kette ohne fusionierte Peptidsequenzen (tags) 
2.1. Konstruktion der Expressionsplasmide pAMV-a und pAMV-P 

Zur Expression der AMV-RT wurden die Gene fur beide Ketten getrennt in Expressionsvektoren 
so kloniert, dafi die Strukturgene jeweils in der richtigen Orientierung unter Kontrolle des T5- 
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Promotors insertiert sind. Dazu wurde das jeweilige Strukturgen fur die a- bzw. die p-Kette 
mittels EcoRl und Pstl aus dem Plasmid pUC19 ausgeschnitten, die Restriktionsansatze durch 
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und das 1715 Bp grofie Fragment der a-Kette bzw. das 
2570 Bp grofie Fragment der p-Kette aus dem Agarosegel isoliert. Zur Expression wurde das 
Expressionsplasmid pKKT5, welches aus pKK177-3 (Kopetzki etal, 1989, Mol. Gen. Genet. 216: 
149-155) durch Austausch des rac-Promotors durch den T5-Promotor aus pDS (Bujard et al, 
1987, Methods Enzytnol. 155: 416-433) entstanden ist, eingesetzt. Die EcoRI-Restriktionsendo- 
nukleaseschnittstelle in der Sequenz des T5-Promotors wurde durch zwei Punktmutationen ent- 
fernt. Das so entstandene Expressionsplasmid wurde fur die Insertion der Gene fur die AMV-RT 
mit EcoRI und PsrI geschnitten, der Restriktionsansatz durch Agarosegelelektrophorese aufge- 
trennt und das resultierende Vektorfragment von ca. 2500 Bp aus dem Agarosegel isoliert. Das so 
gewonnene Vektorfragment wurde wie beschrieben getrennt mit den in Beispiel 1 beschriebenen 
Genen fur die a- und die p-Kette ligiert. Die ordnungsgemafie Insertion der Gene wurde mittels 
Restriktionskontrolle und Sequenzierung uberpnift. Die so entstandenen Plasmide pAMV-a 
und pAMV-p wurden zunachst getrennt zur Expressionskontrolle in verschiedene E. co/i'-Stam- 
me zusammen mit dem Helferplasmid pUBS520 cotransformiert. Denkbar ist hier die Expres- 
sion von a-Kette bzw. p-Kette getrennt voneinander zur Gewinnung von aa- bzw. pp-Homo- 
dimeren. Das Helferplasmid pUBS520 (Brinkmann et al, 1989, Gene 85: 109-114) tragt u.a. das 
lacfl-Gen, das fur den Lac-Repressor kodiert und das dnaY-Gen, das fur die in E. coli seltene 
tRNA Arg - erkennt die Codons AGA und AGG - kodiert (Garcia et al, 1986, Cell 45: 453-459). 
Als Selektionsmarker wird das Kanamycin-Resistenzgen aus dem Transposon TN903 verwendet. 

2.2. Transformation der Expressionsplasmide pAMV-a bzw. pAMV-p getrennt in E. coli 

Kompetente Zellen verschiedener E. co/i-Stamme wurden entsprechend der Methode nach Ha- 
nahan (/. Mol Biol. 1983. Vol. 166, 557) hergestellt. 200 ul derart hergestellter E. coli LE392- 
Zellen wurden mit 20 ng isolierter Expressionsplasmid-DNA pAMV-a bzw. pAMV-P und 40 ng 
Helferplasmid-DNA versetzt. Nach 30 min. Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock (90 sec 
bei 42°C). Anschliefiend wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium uberfuhrt und zur phanotypi- 
schen Expression 1 Stunde bei 37°C in LB-Medium inkubiert. Aliquote dieses Transformations- 
ansatzes wurden auf LB-Platten mit Ampicillin und Kanamycin als Selektionsmarker ausplattiert 
und 15 Stunden bei 37°C inkubiert. 



2.3. Expression des Gens der a-Kette in £. coli 



Zur Expression des Gens, das far die a-Kette der AMV-RT kodiert, wurden plasmidhaltige 
Klone in 3 ml LB a mpkan-Medium angeimpft und bei 30°C im Schuttler inkubiert. Bei einer 
optischen Dichte von 0,5 (gemessen bei 550 nm, OD 550 ) wurden die Zellen mit 0,5 mM IPTG 
induziert und 4 h bei 30°C im Schuttler inkubiert. Anschliefiend wurde die optische Dichte der 
einzelnen Expressionsklone bestimmt, ein Aliquot, das einer OD550nm von 5.0/ml entspricht, 
entnommen und die Zellen abzentrifugiert (10 min, 6000 rpm, 4°C). Das Zellpellet wurde in 400 
\i\ TE-Puffer (50 mM TRIS/50 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert, die Zellen durch Ultraschall 
aufgeschlossen und durch Zentrifugation die losliche Proteinfraktion von der unloslichen Pro- 
teinfraktion getrennt (10 min, 14000 rpm, 4°C). Alle Fraktionen wurden mit SDS- und fi-Mer- 
captoethanol-haltigen Auftragspuffer versetzt und die Proteine durch Kochen (5 min 100°C) 
denaturiert. Anschliefiend wurden je 10 fil mittels eines analytisches SDS-Gels (10 %) analysiert 
(Laemmli U.K., 1970, Nature 227:555-557). 

Nach Auswertung des SDS-Gels ist eine klare Uberexpression der a-Kette erkennbar. Bei ca. 63 
kDa ist eine stark uberexprimierte, zusatzliche Bande zu erkennen, die bei den nicht induzierten 
bzw. induzierten, aber nicht plasmidhaltigen Kontroll-Klonen nicht beobachtet wird. Ein gerin- 
ger Anteil der uberexprimierten a-Kette erscheint in der loslichen Proteinfraktion, wahrend der 
grofite Anteil als unloslich exprimiertes Protein anfallt 

2.4. Expression des Gens der P-Kette in E. coli 

Zur Expression des Gens, das fur die P-Kette der AMV-RT kodiert, wurden plasmidhaltige Klone 
in 3 ml LB am pkan-Medium angeimpft und bei 30°C im Schuttler inkubiert. Bei einer OD550nm 
von 0.5 wurden die Zellen mit 0,5 mM IPTG induziert und 4 h bei 30°C im Schuttler inkubiert. 
Anschliefiend wurde die optische Dichte der einzelnen Expressionsklone, bestimmt, ein Aliquot, 
das einer OD550nm von 5.0/ml entspricht, entnommen und die Zellen abzentrifugiert ( 10 min, 
6000 rpm, 4°C). Das Zellpellet wurde in 400 \il TE-Puffer (50 mM TRIS/50 mM EDTA, pH 8,0) 
resuspendiert, die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen und durch Zentrifugation die losliche 
Proteinfraktion von der unloslichen Proteinfraktion getrennt (10 min, 14000 rpm, 4°C). Alle 
Fraktionen wurden mit SDS- und fi-Mercaptoethanol-haltigen Auftragspuffer versetzt und die 
Proteine durch Kochen (5 min 100°C) denaturiert. Anschliefiend wurden je 10 \x\ mittels eines 
analytisches SDS-Gels (8 %) analysiert (Laemmli U.K., 1970, Nature 227:555-557). 



8 



Nach Auswertung des SDS-Gels ist eine klare Uberexpression der P-Kette erkennbar. Bei ca. 95 
kDa ist eine stark uberexprimierte, zusatzliche Bande zu erkennen, die bei den nicht induzierten 
bzw. induzierten, aber nicht plasmidhaltigen Kontroll-Klonen nicht beobachtet wird. Der grofite 
Anteil der uberexprimierten p-Kette erscheint in der unioslichen Proteinfraktion, jedoch ist auch 
eine geringe Uberexpression in der loslichen Proteinfraktion zu erkennen. 

2.5. Expression beider Ketten auf getrennten Plasmiden in einer Zelle 

Zur Expression beider Ketten in einer Zelle mufiten zunachst die /acf^-Expressionskassette und 
die dnaY- Expressionskassette aus dem Helferplasmid pUBS520 auf die Expressionsplasmide um- 
kloniert werden. Dabei wurde die /acT^-Expressionskassette auf pAMV-a und die dnaY- Expres- 
sionskassette auf das Expressionsplasmid pAMV~p kloniert. Um eine stabile Vermehrung der 
Expressionsplasmide zu gewahrleisten, wurde das Ampicillin-Resistenzgen aus pAMV-a durch 
das Kanamycin-Resistenzgen aus pUBS520 ersetzt. Die so entstandenen Expressionsplasmide 
pAMV-aiadq nd pAMV-fidnaY wurden anschliefiend in verschiedene E. co/z-Expressionsstamme 
cotransformiert. 

Zur Expression der Gene, die fur die a-Kette und die P-Kette der AMV-RT codieren, wurden 
plasmidhaltige Klone in 3 ml LB a mpkan-Medium angeimpft und bei 30°C im Schlittler inku- 
biert. Bei einer OD550nm von 0>5 wnarden die Zellen mit 0,5 mM IPTG induziert und 4 h bei 
30°C im Schiittler inkubiert. Anschliefiend wurde die optische Dichte der einzelnen Expressions- 
klone bestimmt, ein Aliquot, das einer OD550nm von 5.0/ml entspricht, entnommen und die 
Zellen abzentrifugiert (10 min 6000 rpm, 4°C). Das Zellpellet wurde in 400 \iL TE-Puffer (50 
mM TRIS/50 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert, die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen und 
durch Zentrifugation die losliche Proteinfraktion von der unioslichen Proteinfraktion getrennt 
( 10 min, 14000 rpm, 4°C). Alle Fraktionen wurden mit SDS- und fi-Mercaptoethanol-haltigen 
Auftragspuffer versetzt und die Proteine durch Kochen (5 min 100°C) denaturiert. Anschliefiend 
wurden je 10 [il mittels eines analytisches SDS-Gels (8 %) analysiert (Laemmli U.K., 1970, Nature 
227:555-557). 

Nach Auswertung des SDS-Gels ist uberraschenderweise eine klare Uberexpression der a- und 
der P-Kette erkennbar. Bei ca. 63 kDa und ca. 95 kDa sind stark uberexprimierte, zusatzliche 
Banden zu erkennen, die bei den nicht induzierten bzw. induzierten, aber nicht plasmidhaltigen 
Kontroll-Klonen nicht zu erkennen sind. Die Verteilung der Banden in der loslichen bzw. der 
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unloslichen Fraktion ist analog wie bei den Expressionsversuchen der beiden Ketten getrennt 
voneinander. Insgesamt ist die Expressionsleistung far beide Ketten etwas geringer als bei der 
getrennten Expression. 



3. Beispiel: 

Expression von a-Kette und p-Kette mit fusionierten tags zur vereinfachten Aufreinigung 
3.1. Herstellung verschiedener Fusionsproteine 

Zur effizienten Reinigung der rekombinanten AMV-RT-Heterodimere wurden beide Ketten am 
5'-Ende mit geeigneten Peptidsequenzen, sogenannten tags fusioniert. Die Verwendung von tags 
ermoglicht dabei die Durchfahrung von Affinitatschromatographien. Eine Abfolge von zwei 
Affinitatschromatographien, die jeweils auf eines der beiden tags gerichtet sind, erlaubt daruber 
hinaus die Isolierung von reinen Heterodimeren (Wende W. et al., 1996, Biol Chem. 377, 625 - 
632). Uber entsprechend entworfene primer wurden an die far die a-Kette acht Argininreste und 
an die p-Kette sechs Histidinreste mittels PCR-Reaktion angehangt. Die Sequenzen der sense- 
primer sind in SEQ ID NO: 8 (5'- primer far die a-Kette) und SEQ ID NO: 9 (5'-primer far die 
P-Kette) dargestellt. Als antisense-primer wurden die bereits zur Gen-Isolierung verwendeten 
Oligonukleotide SEQ ID NO: 2 (p-Kette) und SEQ ID NO: 3 (a-Kette) eingesetzt. 

Die PCR-Ansatze wurden auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen, die PCR-Fragmente von 1739 
Bp far die a-Kette und 2597 Bp far die P-Kette wurden aus dem Agarosegel isoliert (QIAEX II, 
Gel Extraction Kit, Qiagen, Germany), mit den Restriktionsendonukleasen £coRI und Pstl nach- 
geschnitten und in ein ebenfalls mit £coRI und Pstl linearisiertes und isoliertes Vektorfragment 
des bevorzugten Expressionsplasmides kloniert. Dazu wurden jeweils 1 ul (20 ng) Vektorfrag- 
ment und 3 ul (100 ng) PCR-Fragment, 1 ul lOx Ligase-Puffer (Maniatis et al, 1989, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press NY 
(USA), B.27), 1 ul T4 DNA-Ligase, 4 ul steriles H20 bi desf pipettiert, vorsichtig gemischt und iiber 
Nacht bei 16°C inkubiert. Die klonierten Gene wurde anschlieSend mittels Restriktionsanalyse 
und durch Sequenzierung untersucht. Die so entstandenen Expressionsplasmide wurden pAMV- 
a-ladq-Arg und pAMV-P<*naY-His genannt. 
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3.2. Transformation der Expressionsplasmide pAMV-af flC Jq-Arg und pAMV-fidnaY-His m 
verschiedenen E. coZi-Expressionsstammen 

Kompetente Zellen verschiedener E. co/i- Stamme wurden entsprechend der Methode nach 
Hanahan (/. Mol. Biol. 1983 , Vol. 166 pp. 557) hergestellt (s. Beispiel 2.2). 

3.3. Expression beider Ketten mit fusionierten tags auf getrennten Plasmiden in einer Zelle 

Zur Expression beider Ketten mit tags in einer Zelle wurden verschiedene E. co/i-Expressions- 
stamme mit den Expressionsplasmiden pAMV-afo c /q-Arg und pAMV-pdnaY-His cotransfor- 
miert. 

Zur Expression der Gene, die fur die a-Kette mit Arg-tag und die p-Kette mit His-tag der AMV- 
RT codieren, wurden plasmidhaltige Klone in 3 ml LB am pkan-Medium angeimpft und bei 30°C 
im Schuttler inkubiert. Bei einer OD 5 50nm von 0,5 wurden die Zellen mit 0,5 mM IPTG indu- 
ziert und 4 h bei 30°C im Schuttler inkubiert. AnschlieEend wurde die optische Dichte der ein- 
zelnen Expressionsklone bestimmt, ein Aliquot, das einer OD55O von 5/ml entspricht, entnom- 
men und die Zellen abzentrifugiert (10 min, 6000 rpm, 4°C). Das Zellpellet wurde in 400 ul TE- 
Puffer (50 mM TRIS/50 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert, die Zellen durch Ultraschall aufge- 
schlossen und durch Zentrifugation die losliche Proteinfraktion von der unloslichen Protein- 
fraktion getrennt (10 min, 14000 rpm, 4°C). Alle Fraktionen wurden mit SDS- und fi-Mercap- 
toethanol-haltigen Auftragspuffer versetzt und die Proteine durch Kochen (5 min 100°C) de- 
naturiert. AnschlieSend wurden je 10 ul uber ein 8 % analytisches SDS-Gel analysiert (Laemmli 
U.K., 1970, Nature 227:555-557). 

Nach Auswertung des SDS-Gels ist uberraschenderweise eine klare Oberexpression der a- und 
der P-Kette erkennbar. Bei ca. 63 kDa und ca. 95 kDa sind stark uberexprimierte, zusatzliche 
Banden zu erkennen, die bei den nicht induzierten bzw. induzierten, aber nicht plasmidhaltigen 
Kontroll-Klonen nicht auftauchen. Die Verteilung der Banden in der loslichen bzw. der unlosli- 
chen Fraktion ist analog wie bei den Expressionsversuchen mit beiden Ketten ohne tags in einer 
Zelle. 
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3.4. Expression der beiden Ketten mit fusionierten tags auf einem Plasmid 

Die Verteilung der „Gene" fur die a- und P-Kette der AMV-RT auf zwei Plasmide konnte auf 
Grund von unterschiedlichen Stabilitaten dieser Plasmide zur Produktion von unterschiedlichen 
Mengen der jeweiligen Ketten und somit zur einer geringeren Ausbeute an aP-Ketten Heterodi- 
mer ftihren. Daher wurde mit Ausnahme des Gens fur die p-Lactamase die gesamte genetische 
Information der beiden Plasmide pAMV-a^-Arg und pAMV-pd na y-His auf einem einzigen 
Plasmid, pAMVap-1 vereinigt. Die Konstruktion dieses Plasmides erfolgte durch Insertion des 
SspI-A/ZIII-Fragmentes von pAMV-Pd na 7-His > enthaltend die Sequenz fur den T5-Promotor, 
das Gen kodierend fur die p-Kette mit N-terminalen His-tag, die Sequenz fur den rrnB-Termi- 
nator und das dnaY-Gen y in die Sal I-Schnittstelle von pAMV-a/aciij-Arg, enthaltend die Se- 
quenz fur den T5-Promotor, das Gen kodierend fur die a-Kette mit N-terminalen Arg-tag, die 
Sequenz fur den rrnB-Terminator, das Kanamycin-Resistenzgen und das lacF-Gen. Zu diesem 
Zweck wurden je 1 \xg der Expressionsplasmide pAMV-a/ fl cJq-Arg unci P AMV -PdnaY-His mit 
den oben beschriebenen Restriktionsendonukleasen nach Herstellerangaben geschnitten, die 
Restriktionsansatze in einem l%igen Agarosegel aufgetrennt und das 4124 Bp grofie Sspl-Afllll- 
Fragment von pAMV-p dn «r-His und das 6024 Bp grofie Fragment von pAMV-a^.Arg aus dem 
Agrosegel isoliert (QIAEX II, Gel Extraction Kit, Qiagen/Deutschland). Die nicht kompatiblen 
Enden wurden mit Klenow-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH) nach Herstellerangaben 
aufbereitet und die beiden Fragmente wie oben beschrieben miteinander ligiert Das neu ent- 
standene Expressionsplasmid pAMVap-1 wurde mittels Restriktionsanalyse untersucht. 

Das nach Restriktionsanalyse korrekte Expressionsplasmid wurde wie oben beschrieben in den E. 
co/i-K12-Stamm LE 392 transformiert und einer Expressionskontrolle unterzogen. Der Protein- 
gehalt der Zellen nach 4 Stunden Wachstum unter induzierten Bedingungen wurde anschliefiend 
mittels SDS-PAGE untersucht. Nach SDS-PAGE-Analyse ist die Hohe der Expressionsleistung 
und die Verteilung in loslicher und unloslicher Fraktion vergleichbar mit der Expression der 
Gene fur a- und p-Kette auf getrennten Plasmiden, jedoch erscheint die Menge an exprimierter 
a- und P-Kette homogener. 

Des weiteren wurde fur die Reinigungsprozedur der Arg-tag der a-Kette analog zur p-Kette ge- 
gen einen His-tag ausgetauscht. Zu diesem Zweck wurde ein Zwischenkonstrukt, pAMV-a/^- 
His,erstellt, indem das EcoRI-N/id-Fragment aus pAMV-a^ A r g gegen das EcoRI-NftcI-Fragment 
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aus pAMV-p rf „ ar .His ausgetauscht wurde. AnschlieSend wurde analog zur Konstruktion von 
pAMVafi-1 mit Ausnahme des Gens fur die p-Lactamase die gesamte genetische Information 
der beiden Plasmide pAMV-a/ ac /q-His und pAMV-pd„ fl y-His auf einem einzigen Plasmid, 
pAMVaP-2 vereinigt. Der neu entstandene Expressionsvektor wurde pAMVaP-2 genannt. 
Zellen wurden wie oben beschrieben mit pAMVap-2 transformiert und einer Expressionskon- 
trolle nach Standardbedingungen unterzogen. Die Expressionsleistung war unter diesen Bedin- 
gungen nicht erhoht. 

4. Beispiel: 

Expressionsoptimierung 

4. 1 . Erhohung der Expression an aktiver AMV-RT durch Veranderung der 
Expressionsbedingungen 

Insbesondere positive Auswirkungen auf die Expression von aktiver AMV-RT haben besondere 
Wachstums- und Induktionsbedingungen. Danach wurde die Wachstumstemperatur wahrend 
der Induktionsphase von 30°C auf 15°C gesenkt, die IPTG-Konzentration zur Induktion der 
Expression von 0,5 mM auf 0,15 mM erniedrigt und die Induktionszeit von 4 h auf 26 h erhoht. 
Der Proteingehalt der Zellen nach der Induktionsphase wurden wie oben beschrieben durch 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese untersucht. 

Danach ist in der SDS-PAGE- Analyse wie erwartet die Gesamtexpressionsleistung von a- und p- 
Kette stark erniedrigt, der Gehalt an loslich exprimierter a- und p-Kette ist jedoch im Vergleich 
zu den Expressionsversuchen unter Standardwachstums- und Induktionsbedingungen deutlich 
erhoht. Diese Erhohung der Expression von aktiver AMV-RT wurde auch bei der anschliefien- 
den Aufreinigung und Aktivitatsbestimmung bestatigt. 

4.2. Erhohung der Expression an aktiver AMV-RT durch Coexpression von Hilfsgenen 
4.2.1. Coexpression des Gens fur die Tryptophan-tRNA (tRNA trp ) 

Eine Eigenschaft der AMV-RT besteht darin, nach der Infektion einer eukaryontischen Wirts- 
zelle eine zelleigene tRNA fur Tryptophan (tRNA trp ) als "primer" fur die Polymerasereaktion zu 
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verwenden (Leis et aL, 1993, in: Reverse Transcriptase, Cold Spring Harbor Monograph Series, 
eds.: Skala, A.M. and Goff, S.P., Cold Spring Harbor NY (USA), 33-48). Ob die E. coli eigene 
tRNA trp von der AMV-RT als "primer" verwendet werden kann, ist allerdings nicht nachgewie- 
sen. In E. coli wird die tRNA trp nur von einem einzigen Gen kodiert, trpT> dessen Expression an 
die normalen Bedurfnisse der Zelle angepafit ist. Um eine eventuelle Verarmung der Zelle an 
tRNA trp auszuschliefien, wurde das trpT-Gen gemafi SEQ ID NO: 10 mittels PCR aus E. coli 
LE392 isoliert (die dafur verwendeten Primer sind in SEQ ID NO:: 11 und 12 dargestellt), fur die 
Insertion in pAMVa/^-His mit Pstl nachgeschnitten und mit dem ebenfalls mit Pstl lineari- 
sierten Vektorfragment von pAMVct^.His wie oben beschrieben ligiert. Klone, die das rrpT-Gen 
an der Pstl-Restriktionsendonukleaseschnittstelle integriert haben, wurden mittels Restriktions- 
analyse und Sequenzierung uberpriift. In diesem Zwischenkonstrukt pAMVa/^-His-frprbilden das 
Gen fur die a-Kette und das Gen fur die E. coli tRNA trp eine Transkriptionseinheit, deren Ex- 
pression durch den IPTG induzierbaren T5-Promotor reguliert wird. Anschliefiend wurde ana- 
log zur Konstruktion von pAMVaP~l bzw. pAMVaP-2 mit Ausnahme des Gens fur die (5-Lac- 
tamase die gesamte genetische Information der beiden Plasmide pAMV-a/ a ^_His-rrpr unc i 
pAMV-fidnaY-His au f einem einzigen Plasmid, pAMVap-3 vereinigt. Zellen wurden wie oben 
beschrieben mit pAMVap-3 transformiert und einer Expressionskontrolle nach den modifizier- 
ten Expressionsbedingungen unterzogen. Danach ist die Ausbeute an aktiver AMV-RT signifi- 
kant erhoht. 

4.2.2. Coexpression von Chaperongenen 

In E. coli gibt es mit der GroESL Maschinerie und einem 4-Komponentensystem, bestehend aus 
DnaK, DnaJ, GrpE und ClpB, zwei Hauptchaperonsysteme (Kedzierska, 1999). Beide sind so- 
wohl an der korrekten Faltung neu entstehender Proteine, als auch an der Renaturierung strefi- 
bedingt aggregierter Proteine entscheidend beteiligt (Hard F.U., 1996, Nature 381, 571-580; 
Bukau H. und Horwich A.L., 1998, Cell 92, 351-366; Mogk A. et aU 1999, EMBO J. 18, 6934- 
6949; Zolkiewski M., 1999, J. Biol. Chem. 274, 28083-28086; Goloubinoff P. et al 9 1999, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 96, 13732-13737). 

In einem ersten Schritt sollte in den AMV-RT Produktionsstammen das groESL-Operon aus E. 
coli iiberexprimiert werden. Dazu wurde das EcoRI-HmdIII-Fragment aus pOF39 (Fayet O., 
Louarn J.-M., Georgopoulos C, 1986, Mol. Gen. Genet. Vol 202, pp. 335-345 in die Sspl-Schnitt- 
stelle des Plasmids pAMVp^ na y_ H i s integriert. Die nicht kompatiblen Enden wurden vor Ligation 
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mit Klenow-Polymerase (Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben aufbereitet. Die Sequenz 
von groESL ist in SEQ ID NO: 13 dargestellt. In diesem neuen Konstrukt, pAMV$d na Y-His-groESL> 
bildet das groESL-Operon eine kunstliche Transkriptionseinheit mit dem 3 V gelegenen Gen fur 
die P-Lactamase. Die Expression erfolgt entweder in Abhangigkeit vom jetzt 5' des groESL- 
Operon positionierten, bla eigenen, konstitutiven Promotor und/oder in Abhangigkeit des o 3 ~ 
abhangigen Promotors des groESL-Operons. Wie oben beschrieben wurde anschliefiend wie- 
derum mit Ausnahme des Gens fur die P-Lactamase die gesamte genetische Information der 
beiden Expressionsplasmide pAMVa^_ H is-tr P r und p AMY fidnaY-His-groESL auf einem einzigen Plas- 
mid, pAMVaP-4, vereinigt. 

Zellen wurden wie oben beschrieben mit pAMVaP-4 transformiert und einer Expressionskon- 
trolle nach den modifizierten Expressionsbedingungen unterzogen. Die Couberproduktion von 
GroESL bewirkte eine Steigerung der Biomasse und der Menge an aktiver AMV-RT. Im Ver- 
gleich zu den bisher besten Produktionsstammen wurden nach Aufreinigung und Aktivitatstest 
drei bis viermal hohere Werte erzielt. 

Nachdem sich die Couberproduktion von GroESL in den AMV-RT Produktionsstammen als 
positive MaSnahme erwiesen hatte, wurde in einem zweiten Schritt zusatzlich das andere Haupt- 
chaperonsystem von E. coli coiiberproduziert. Neben den mutmafilich allgemeinen Vorteilen 
dieser Couberproduktion, konnte damit ein Nachteil der GroESL Maschinerie, ihr Ausschlufi- 
volumen von circa 65 kDa (Deuerling E. et al, 1999, Nature 400, 693-696), ausgeglichen werden. 
Dies durfte vor allem bei der korrekten Faltung der P-Kette der AMV-RT (93 kDa) bedeutend 
sein, sofern sich diese nicht in einzelne, unabhangig voneinander bildende Domanen, unterteilen 
lafit. Entsprechend des physiologischen Zusammenspiels (Diamant S. und Goloubinoff P., 1998, 
Biochemistry 37, 9688-9694; Pierpaoli E.V. et al. y 1998, J. Biol. Chem. 273, 6643-6649) wurden 
die Gene fur DnaK, DnaJ und GrpE in einem kunstlichen Operon zusammengefafit, wahrend 
das Gen fur ClpB eine eigene Transkriptionseinheit bildet. Fur die koordinierte Expression mit 
den "Genen" fur die Untereinheiten der AMV-RT wurden beide Transkriptionseinheiten unter 
die Kontrolle von IPTG induzierbaren T5-Promotoren gestellt. 

Klonierungstechnische Griinde erforderten eine Reihe von Zwischenschritten auf dem Weg zum 
Endkonstrukt pCHAP-5. So wurden zunachst die pKKT5 Derivate pCHAP-1 und -2 konstruiert 
pCHAP-1 enthalt die genetische Information fur das dnaKJ Operon aus E. coli, vom Startcodon 
fur dnaK bis zum Stopcodon fur dnaj, pCHAP-2 tragt als Insert die kunstliche Transkriptions- 
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einheit aus den kodierenden Bereichen der Gene fur GrpE und ClpB; die entsprechenden DNA- 
Fragmente wurden uber PCR aus genomischer DNA von E. colt K12 LE392 ampilifiziert. Die Se- 
quenz des dnaKJ-Operons ist in SEQ ID NO: 14, die entsprechenden Primer zur Isolierung des 
dnaKJ-Operons sind in SEQ ID NO: 15 und 16 dargestellt. Die Sequenz des grpE-Gens ist in SEQ 
ID NO: 17, die entsprechenden Primer zur Isolierung des grpE Gens sind in SEQ ID NO: 18 und 
19 dargestellt. Die Sequenz des c/p3-Gens ist in SEQ ID NO: 20, die entsprechenden Primer zur 
Isolierung des clpB-Gens sind in SEQ ID NO: 21 und 22 dargestellt. Zur Konstruktion von 
pCHAP-1 wurde das PCR-Fragrnent, enthaltend das dnaKJ-Operon, mit Smal und BamHI 
nachgeschnitten und in ein ebenfalls mit Smal und BamHl linearisiertes Vektorfragment von 
pKKTS wie oben beschrieben ligiert. Die Konstruktion von pCHAP-2 erfolgte uber eine Drei- 
fachligation mit dem EcoRI-PsrI-Fragment des grpE-Gens, dem Psfl-Hmdlll-Fragment des clpB- 
Gens und dem mit EcoRl und HmdIII linearisierten Vektorfragment von pKKT5. pCHAP-3, in 
der das c/pB-Gens alleine als Transkriptionseinheit vorliegt, leitet sich aus pCHAP-2 ab, indem 
das Psfl-HmdIII-Fragment aus pCHAP-2 in das mit EcoRl und Hindlll linearisierte Vektorfrag- 
ment von pKKT5 wie oben beschrieben ligiert wurde. Vor der Ligationsreaktion wurden die 
nicht kompatiblen Enden der beiden Fragmente mit Klenow-Polymerase (Roche Diagnostics) 
nach Herstellerangaben aufbereitet. pCHAP-4 ist ein pCHAP-1 Derivat, dessen Insert um das 
grpE Gen aus pCHAP-2 erweitert wurde und somit die ktinstliche Transkriptionseinheit aus den 
Genen fur DnaK, DnaJ und GrpE beinhaltet. Aufgrund der hier suboptimalen "Shine Dalgarno" 
Sequenz sollte die Expression von grpE im Vergleich zu pCHAP-2 reduziert sein und somit bes- 
ser an die Expression von dnaKJ angepaSt sein (Diamant & Goloubinoff, 1998; Pierpaoli et a/., 
1998). Zur Konstruktion von pCHAP-4 wurde das £coRI-AvaI-Fragment aus pCHAP-2 in die 
BamHI-Schnittstelle von pCHAP-1 inseriert, nachdem die nicht kompatiblen Enden der beiden 
Fragmente mit Klenow-Polymerase (Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben aufbereitet 
wurden. Das Endkonstrukt pCHAP-5 ist ein pCHAP-4 Derivat, das als zusatzliche genetische 
Information das Insert von pCHAP-3 beinhaltet. Dazu wurde durch Restriktion und Ligation 
wie mehrfach b eschrieben das BspLVl 11-NrfeI-Fragment in pCHAP 4 gegen das BspLUl lT-SspI- 
Fragment aus pCHAP-3 ausgetauscht. Um die Kompatibilitat der Enden zu gewahrleisten, wurde 
das durch Ndel erzeugte, uberhangende Ende zuvor mit Klenow-Polymerase (Roche 
Diagnostics) nach Herstellerangaben aufgefullt. 

Untersuchungen zur Uberproduktion von aktiver AMV-RT wurden in Abhangigkeit des Ex- 
pressionplasmids pAMVaP-4 in Kombination mit den verschiedenen Helferplasmiden, pCHAP- 
1 bis -5, durchgefuhrt. Zumindest unter den abgeanderten Standardexpressionsbedingungen 
steigerten alle Helferplasmide die bisherigen Ausbeuten an aktiver AM-RT deutlich, wobei das 
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Helferplasmid pCHAP-5 wie erwartet das beste Ergebnis lieferte. Dies konnte sowohl durch 
SDS-PAGE wie auch durch die anschliefiende Aufreinigung mit Aktivtatsbestimmung bestatigt 
werden. 

5. Beispiel: 

Analytische Methoden 

5. L Test auf Reverse Transkriptase-Aktivitat (Test A) 

Wahrend der Reinigung wurde die Reverse Transkriptase-Aktivitat in den Fraktionen mittels 
eines nicht-radioaktiven Testsystems detektiert. Dazu wurde der "Reverse Transcriptase Assay, 
non-radioactive" (Roche Molecular Biochemicals, Cat.No. 1468120) verwendet. Die Inkuba- 
tionszeit wurde dabei auf 30 Minuten verkurzt. 

5.2. Test auf Reverse Transkriptase-Aktivitat (Test B) 

Die spezifische Reverse Transkriptase-Aktivitat der Pools wurde mittels eines radioaktiven Test- 
systems bestimmt. Reverse Transkriptase-Aktivitat wurde in 100 |il Testvolumen (50 mM 
Tris/HCl, pH 8.3 (37°C), 40 mM KCL, 6 mM MgCl2> 0.5 mM dTTP, 0.04 OD26O nm Poly (A) x 
dTi5 , 0.1 [iM [3H]-dTTP) bestimmt. AMV-RT (5 \x\) wurde in geeigneten Verdunnungen zuge- 
geben. Nach Inkubation fur 10 min. bei 37°C wurde die Reaktion mit 10 % TCA-Losung (500 \xl) 
abgestoppt. Das gebildete, radioaktiv markierte Produkt wurde nach der Fallung auf Nitro- 
cellulose-Filter gewaschen. Die Einbaurate an Radioaktivitat wurde im Szintilations-Zahler ge- 
messen und die RT-Aktivitat der Probe berechnet. Eine Enzymeinheit wurde dabei als die Menge 
an AMV-RT definiert, die in 10 min. bei 37°C den Einbau von 1.0 nMol TMP in saureunlosli- 
ches Produkt bewirkt. 

5.3. Test auf DNA-Polymerase 

Die Aktivitat der DNA-Polymerase aus E. coli wurde durch Messung der Nick-Translation be- 
stimmt. Dabei wurde die DNA-Polymerase mittels eines nicht-radioaktiven Nick-Translations- 
Tests nachgewiesen. Die Nick-Translation wurde in 50 \il Testvolumen durchgefuhrt (50 mM 
Tris/HCl, pH 7.5, 10 mM MgCl2, 0.1 mM DTE, 28.875 ^iM DIG-dUTP, 1.444 \iM Bio-16-dUTP, 
95.865 |iM dTTP, 20 dATP, 20 dCTP, 20 ^M dGTP, 1 ^g pBR322, 1 pg DNasel). Nach 
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Zugabe der Proben (1 wurde die Reaktion fur 30 min. bei 37°C inkubiert. Danach wurde der 
Reaktionsansatz in Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten uberfuhrt. Die weitere Behand- 
lung und Auswertung des Tests wurde analog dem "Reverse Transcriptase Assay, non-radio- 
active" (Roche Molecular Biochemicals, Cat.No. 1468120) durchgefuhrt. 

5.4. Test auf kontaminierende Aktivitaten 

Der Test auf das Vorhandensein von kontaminierenden Fremdaktivitaten wurde in einer Losung 
bestehend aus 10 mM Tris/HCl, pH 7.5, 10 mM MgCl2> 1 mM DTE durchgefuhrt. 

Geeignete Proben der einzelnen Enzymfraktionen wurden mit den entsprechenden Nuklein- 
sauren inkubiert. Sogenannte Nicking-Aktivitat wurde durch Inkubation mit dem Plasmid 
pBR322 (1 fur 2-16 Stunden bei 37°C nachgewiesen. Unspezifische Nukleasen wurden durch 
Inkubation mit Lambda-DNA/£a>RI, Hindlll (1 jig) fur 2-16 Stunden bei 37°C nachgewiesen. 
Unspezifische RNasen wurden durch Inkubation mit MSII-RNA (5 |ig) fur 2-4 Stunden bei 37°C 
nachgewiesen. 

Fur den Test auf Kontamination mit Exonukleasen wurden die Proben mit 4 ^g [3H]-markierter 
DNA fur 4 Stunden bei 37°C inkubiert und danach die freigesetzten [3H]-markierten Nukleotide 
bestimmt. 



6. Beispiel: 

Reinigung und Funktionstest 

6.1. AMV-RT aus E. coli LE392 pAMV-a/^-Arg /pAMV-P^y-His Konstrukt 

6.1.1. Reinigung 

Als Ausgangsmaterial fur die Reinigung der rekombinanten AMV-RT wurden E. coK-Zellen ver- 
wendet, die beide Ketten der AMV-RT uberexprimieren (siehe oben). 

Die Reinigung der AMV-RT erfolgt bei 4°C. Das Reinigungsverfahren erfolgt nach Zellaufschluss 
und Abtrennung der Nukleinsauren durch chromatographische Methoden. Das Reim- 
eunssverfahren liefert eine rekombmante AMV-RT, die frei von kontaminierenden Enzymakti- 
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vitaten ist und in der RT-PCR die gleiche Funktionalitat aufweist wie eine aus nativem Material 
gereinigte AMV-RT. 

Puffer: 

Puffer A: 50 mM Tris/HCl, pH 7.9, 0.5 M KC1, 0.02% Triton X-100, 20% Glycerin. 
Puffer B: 20 mM Tris/HCl, pH 7.9, 0.25 M KC1, 0.02% Triton X-100, 10% Glycerin. 
Puffer C: 20 mM Tris/HCl, pH 7.9, 0.25 M KC1, 0.02% Triton X-100, 10% Glycerin, 
1 M Imidazol. 

Puffer D: 50 mM Tris/HCl, pH 8.2, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.02% Triton X-100, 10% 
Glycerin. 

Puffer E: 20 mM Kaliumphosphat, pH 7.1, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.02% Triton X-100, 
10% Glycerin. 

Lagerpuffer: 200 mM Kaliumphosphat pH 7,2, 2 mM DTT, 0,2 % Triton X-100, 50 % Glycerin. 

Aufschlufi der Zellen: 

Ca. 50 g Zellen von E. coli LE392 ( pAMV-a^-Arg /pAMV-p rfnfl y-His) wurden mit 200 ml Puffer 
A versetzt, aufgetaut und suspendiert. Die Suspension wurde mit zwei Tabletten Complete 
(Roche Molecular Biochemicals, Cat. No. 1697498) versetzt. Anschliefiend erfolgte der Auf- 
schlufi der Zellen mittels Ultraschall (Branson Sonicator) unter Kuhlung (Temperatur: <10°C). 
Der erreichte AufschluSgrad der Zellsuspension betrug typischerweise 40-50 %. 

Fallung von Nukleinsauren: 

Anschliefiend erfolgte eine Entfernung der Nukleinsauren mittels Polyminfallung. 5 ml einer 10 
%-igen Polymin-P-L6sung wurden tropfenweise zugegeben. Bei unvollstandiger Fallung erfolgte 
eine weitere tropfenweise Zugabe. Nach Inkubation fur 30 min bei 4°C erfolgte eine Zentrifuga- 
tion (30 min, 13000 upm, 4°C). 

Chromatographische Reinigungen: 

Affinitatschrornatographie an Ni-Chelat-Saule: 

Der klare Zentrifugationsuberstand wurde mit Puffer B verdiinnt (1+1) und auf eine mit Puffer 
B aquilibrierte und mit Nickel beladene Chelating Sepharose ff-Saule (2.6 cm x 10 cm, Phar- 
macia) aufgezogen; danach wurde mit ca. 500 ml Puffer B, danach mit jeweils 200 ml Puffer B + 
10 mM Imidazol und 200 ml Puffer B + 20 mM Imidazol gewaschen. Das Enzym wurde mit 
einem linearen Gradienten aus Puffer B + 20 mM Imidazol und Puffer C in einem Gesamtvolu- 
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men von 500 ml eluiert. Die Fliefigeschwindigkeit betrug 5 ml pro Minute, die Fraktionsgrofie 20 
ml pro Fraktion. Das Enzym eluierte zwischen 50 mM und 200 mM Imidazol. Der Pool der akti- 
ven Fraktionen wurde gegen Puffer D dialysiert. 

Chromatographic an Heparin-Sepharose: 

Der dialysierte Pool wurde danach auf eine mit Puffer D aquilibrierte Heparin-Sepharose ff- 
Saule (1.6 cm x 10 cm, Pharmacia) aufgezogen und mit ca. 200 ml Puffer D, danach mit ca. 200 
ml Puffer D + 300 mM KC1 gewaschen. Die Elution des Enzyms erfolgte mit einem linearen Gra- 
dienten aus Puffer D + 300 mM KC1 und Puffer D+l M KC1 in einem Gesamtvolumen von 200 
ml. Die Fliefigeschwindigkeit betrug 2.5 ml pro min, Fraktionsgrofie 10 ml. Die AMV-RT elu- 
ierte bei einer KCl-Konzentration von 500 mM bis 700 mM. 



Chromatographic an S-Sepharose ff: 

Die RT-aktiven Fraktionen wurden gepoolt und gegen Puffer E dialysiert. Das Dialysat wurde auf 
eine mit Puffer E aquilibrierte S-Sepharose ff-Saule (1.6 cm x 10 cm, Pharmacia) geladen. Nach 
dem Waschen mit ca. 200 ml Puffer E wurde das Enzym mit einem linearen Gradienten aus Puf- 
fer E und Puffer E+1M KCl in einem Gesamtvolumen von 400 ml eluiert. Die Fliefigeschwin- 
digkeit war 2.5 ml pro Minute, die Fraktionsgrofie 10 ml. 

Chromatographic an Hydroxylapatit: 

Die RT-aktiven Fraktionen wurden gepoolt und gegen Puffer E dialysiert. Das Dialysat wurde auf 
eine mit Puffer E aquilibrierte HA-Ultrogel-Saule (1.6 cm x 10 cm, Biosepra) geladen. Nach dem 
Waschen mit ca. 200 ml Puffer E wurde das Enzym mit einem linearen Gradienten aus Puffer E 
und Puffer E + 0.5 M Kaliumphosphat in einem Gesamtvolumen von 400 ml eluiert. Die Fliefi- 
geschwindigkeit war 2.5 ml pro Minute, die Fraktionsgrofie 10 ml. 

Die RT-aktiven Fraktionen wurden gepoolt und gegen Lagerpuffer dialysiert. Das gereinigte 
Protein wurde mit SDS- und fi-Mercaptoethanol-haltigen Auftragspuffer versetzt und die Probe 
durch Kochen (5 min 100°C) denaturiert. Anschliefiend wurde je 20 |al mittels eines analytisches 
SDS-Gels (4-20 %) analysiert (Laemmli U.K., 1970, Nature 227:555-557). Dabei wurden die oc- 
und P-Untereinheiten der AMV-RT in aquimolaren Verhaltnissen gefunden. 

Die beschriebene Methode liefert eine stabile AMV-RT mit einer aquimolaren Verteilung der cc- 
und p- Untereinheiten. Das erhaltene Enzym ist in der RT-PCR funktionsfahig. 
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6.1.2. Funktionstest in RT-PCR 

Die erhaltene rekombinante AMV reverse Transkriptase wurde in einem Funktionstest unter- 
sucht. Der Funktionstest bestand aus einer Reversen Transkription (RT), gekoppelt mit einer 
Polymerasekettenreaktion (PCR). Dazu wurden 5 Einheiten der rekombinanten AMV reverse 
Transkriptase analog der Enzym-Mischung des Titan TM One Tube PCR System (Cat. No 
1888382, Roche Molecular Biochemicals) eingesetzt. Amplifiziert wurde ein 1.8 kb groGes Frag- 
ment des humanen Dystrophin-Genes. Als Template wurden 10 ng humane Muskel-RNA ver- 
wendet. Verwendete Primer (400 nM) waren Dys Primer 2rev (5'-GAG TGA ATA CAG TTT 
GCC CAT GGA TTG-3") und Dys Primer 8for (5'-AAG AAG TAG AGG ACT GTT ATG AAA 
GAG AAG-3'). Das Target wurde mit folgendem Programm in einer RT-PCR amplifiziert: 50°C 
fur 30 min, 94°C ftir 2 min, gefolgt von 10 Zyklen (94°C fur 10 sec, 58°C fur 30 sec, 68°C fur 1 
min 10 sec) und 20 Zyklen (94°C fur 10 sec, 58°C fur 30 sec, 68°C fur 1 min 10 sec; + 10 
sec/Zyklus). Anschliefiend bei 68°C fur 7 min Inkubiert. Die Reaktionsprodukte der RT-PCR 
wurden nach dem Abgestoppen auf einem 1 %-igen Agarose-Gel aufgetrennt (Abb. 1). 

Abbildung 1 zeigt das Amplifikationsprodukt der RT-PCR mit einer Grofie von 1.8 kb, erhalten 
mit nativ gereinigter AMV-RT (Spur 2) und rekombinant erhaltener AMV-RT (Spur 3). Die 
Spuren 1 und 4 zeigen einen DNA-Molekulargewichtsmarker VI (Cat. No. 1062590, Roche Mo- 
lecular Biochemicals). 

6.2. AMV-RT aus E. coli LE392 pAMVafi-4 +pCHAP-5 Konstrukt 
6.2.1. Reinigung 

Als Ausgangsmaterial fur die Reinigung der rekombinanten AMV-RT wurden E. colt LE392 
pAMVaP-4 +pCHAP-5 Zellen verwendet, die beide Ketten der AMV-RT uberexprimieren ^siehe 

oben). 

Die Reinigung der AMV-RT erfolgt bei 4°C. Das Reinigungsverfahren erfolgt nach Zellaufschluss 
und Abtrennung der Nukleinsauren durch chromatographische Methoden. Das Reinigungsver- 
fahren liefert eine rekombinante AMV-RT, die frei von kontaminierenden Enzymaktivitaten ist 
und in der RT-PCR die gleiche Funktionalitat aufweist wie eine aus nativem Material gereinigte 
AMV-RT. 
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Puffer: 

Puffer A: 50 mM NaP0 4 , pH 7.2, 1 M NaCl, 3 mM 2-Mercaptoethanol, 10% Glycerin. 
Puffer B: 50 mM NaP0 4 , pH 5,0, 1 M NaCl, 3 mM 2-Mercaptoethanol, 10% Glycerin 
Puffer C: 50 mM NaP0 4 , pH 6,0, 1 M NaCl, 3 mM 2-Mercaptoethanol, 10% Glycerin 
0,2 M Imidazol. 

Puffer D: 50 mM NaP0 4> pH 7,7, 1 M NaCl, 3 mM 2-Mercaptoethanol, 10% Glycerin 
0,5 M Imidazol. 

Puffer E: 50 mM NaP0 4> pH 6,0, 3 mM 2-Mercaptoethanol, 10% Glycerin 

Lagerpuffer: 200 mM Kaliumphosphat pH 7,2, 2 mM DTT, 0,2 % Triton X-100, 50 % Glycerin. 

Aufschlufi der Zellen: 

Ca. 50 g Zellen von E. coli LE392 pAMVap-4 +pCHAP-5 wurden mit 400 ml Puffer A versetzt, 
aufgetaut und suspendiert. Die Suspension wurde mit zwei Tabletten Complete (Roche Molecu- 
lar Biochemicals, Cat. No. 1697498) versetzt. Anschliefiend erfolgte der Aufschlufi der Zellen 
mittels Ultraschall (Branson Sonicator) unter Kuhlung (Temperatur: <10°C). Der erreichte Auf- 
schlufigrad der Zellsuspension betrug typischerweise 40-50 %. 

Fallung von Nukleinsiiuren: 

Anschliefiend erfolgte eine Entfernung der Nukleinsauren mittels Polyminfallung. 5 ml einer 10 
%-igen Polymin-P-L6sung wurden tropfenweise zugegeben. Bei unvollstandiger Fallung erfolgte 
eine weitere tropfenweise Zugabe. Nach Inkubation fur 30 min bei 4°C erfolgte eine Zentrifuga- 
tion (30 min, 13000 upm, 4°C). 

Chromatographische Reinigungen: 

Affinitcitschromatographie an Ni-Chelat-Saule: 

Der klare Zentnfugationsuberstand wurde auf eine mit Puffer A aquilibrierte und mit Nickel 
beladene Chelating Sepharose ff-Saule (2.6 cm x 10 cm, Pharmacia) aufgezogen; danach wurde 
mit ca. 500 ml Puffer A, danach mit jeweils 500 ml Puffer B und 500 ml Puffer C gewaschen. Das 
Enzym wurde mit Puffer D in einem Gesamtvolumen von 500 ml eluiert. Die FlieCgeschwindig- 
keit betrug 5 ml pro Minute, die FraktionsgroSe 20 ml pro Fraktion. Der Pool der aktiven Frak- 
tionen wurde gegen Puffer E dialysiert. 



22 



Chromatographic an Heparin-Sepharose: 

Der dialysierte Pool wurde danach auf eine mit Puffer E + 250 raM NaCl aquilibrierte Heparin- 
Sepharose ff-Saule (1.6 cm x 10 cm, Pharmacia) aufgezogen und mit ca. 200 ml Puffer E +- 250 
mM NaCl gewaschen. Die Elution des Enzyms erfolgte mit einem linearen Gradienten aus Puffer 
E und 250 mM NaCl und Puffer E und 1 M NaCl in einem Gesamtvolumen von 200 ml. Die 
Fliefigeschwindigkeit betrug 2.5 ml pro min, Fraktionsgrofie 10 ml. Die AMV-RT eluierte bei 
einer NaCl-Konzentration von 500 mM bis 700 mM. 

Die RT-aktiven Fraktionen wurden gepoolt und gegen Lagerpuffer dialysiert. Das gereinigte 
Protein wurde mit SDS- und 2-Mercaptoethanol-haltigen Auftragspuffer versetzt und die Probe 
durch Kochen (5 min 100°C) denaturiert. Anschliefiend wurde je 20 ul mittels eines analytisches 
SDS-Gels (4-20 %) analysiert (Laemmli U.K., 1970, Nature 227:555-557). Dabei wurden die ct- 
und p-Untereinheiten der AMV-RT in aquimolaren Verhaltnissen gefunden. (Abb. 2, Spur 6). 

Abbildung 2 zeigt ein SDS-Gel mit Proben aus der AMV-RT Aufreinigung. 
Spur 1: Molekulargewichtsmarker 
Spur 2: AMV nativ 
Spur 3: Zellaufschluss 

Spur 4: Ni-Chelat Sepharose, Wasch mit Puffer C 

Spur 5: Ni-Chelat Pool 

Spur 6: AMV-RT rec, Endpraparat 

Die beschriebene Methode liefert eine stabile AMV-RT mit einer aquimolaren Verteilung der a 
und (3- Untereinheiten. Das erhaltene Enzym ist in der RT-PCR funktionsfahig. 

6.2.2. Funktionstest in RT-PCR 

Die erhaltene rekombinante AMV reverse Transkriptase wurde in einem Funktionstest unter- 
sucht. Der Funktionstest bestand aus einer reversen Transkription (RT), gefolgt von einer Poly 
merasekettenreaktion (PCR). Dazu wurden 10 Einheiten der rekombinanten AMV reverse 
Transkriptase eingesetzt. Amplifiziert wurde ein 8 kb, 10 kb, 12 kb und ein 13,5 kb grofies Frag 
ment des humanen Dystrophin-Genes. 

Als Template wurden 1 ug humane Muskel-RNA verwendet. Verwendete Primer (400 nM) wa 
ren Dys Primer 2 for ( 5'-CAA TCC ATG GGC AAA CTG TAT TCA CTC -3') und Dys 



Primer 5 rev (5'-CGT CCC GTA TCA TAA ACA TTC AGC AGC-3') fur 8 kb, Dys Primer 8 for 
(5'-AAG AAG TAG AGG ACT GTT ATG AAA GAG AA-3') und 5 rev ftir 10 kb, Dys Primer 8 
for und Dys Primer 9 rev (5'-AGC AGG TAA GCC TGG ATG ACT GAC TAG AAG-3') fur 12 
kb und Dys Primer 8 for und 10 rev (5'-AAT CAA TCA ACC AAC CGA AAT CTC ACT CTG- 
3') fur 13,5 kb. Die cDNA Synthese erfolgt bei 42°C fur 60 min. 

Die Durchfuhrung der cDNA Synthese erfolgte nach Vorgaben der Produktinformation fur 
AMV reverse Transcriptase (Cat. No. 1495062, Roche Molecular Biochemicals). 

Fur die PCR wurde das Expand Long Template PCR System (Cat. No. 1681834, Roche Molecular 
Biochemicals) verwendet. Das Target wurde mit folgendem PCR-Programm amplifiziert: 94°C 
fur 2 min, gefolgt von 10 Zyklen (94°C fur 10 sec, 60°C fur 30 sec, 68°C fur 10 min) und 20 
Zyklen (94°C ftir 10 sec, 60°C fur 30 sec, 68°C fur 10 min 10 + 10 sec/Zyklus). Anschliefiend bei 
68°C fur 5 min Inkubiert. Die Reaktionsprodukte der RT-PCR wurden nach dem Abgestoppen 
auf einem 1 %-igen Agarose-Gel aufgetrennt (Abb. 3). Die Spuren 3 und 6 zeigen einen DNA- 
Molekulargewichtsmarker X (Cat. No. 1498037, Roche Molecular Biochemicals). 

Abbildung 3 zeigt ein Agarose-Gel, auf dem die Reaktionsprodukte der RT-PCT mit rekomb. 
AMV-RT aufgetrennt wurden; Spur 1: 8 Kb Amplifikationsprodukt, Spur 2: 10 Kb Amplifika- 
tionsprodukt, Spur 3: DNA Langenstandard X, Spur 4: 12 Kb Amplifikationsprodukt, Spur 5: 
13,5 Kb Amplifikationsprodukt, Spur 6: DNA Langenstandard X. 



SEQUENCE LISTING 



<1I0> Foche Diagnostics GmbH 

<:L23> Yerfahren zur Herstellung einer aktiven, heterodimer en 
AMV-RT in prokaryot ischen Zelien 

<130> 5272/00/DE 

< 1 4 0 > 
<141> 

<160> 22 

<17Q> Fatentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> j 3 

<212> DNA 

<3 13> Artificial Sequence 
<220> 

<2 2 3> Description cf Artificial Sequence: Primer 

<4 0 0> 1 

gat aactgga attcatgact gttgcgctac atctggct 38 

<210> 2 
<2il> 4 0 
<2I2> DNA 

<2I3> Artificial Sequence 

<222> Description of Artificial Sequence: Primer 
<4 00> 2 

gatgactgct gcagttatta tgcaaaaaga gggctcgcct 40 

<31C> 3 
*:21I> 41 
<212> DMA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<22 j > Description of Artificial Sequence: Primer 
<4 00> 3 

'j a t z" get aeaatta^ta atacocttaa a a cot go ctt g 41 

<310> 4 
<21i> 1716 
<212.- DNA 

<213'^ Avian Myeloblastosis Virus 
<400> 4 

actgttgcgc tacatctggc tattccgctc aaatggaagc caaaccacac gcctgtgtgg 60 
at tgaccagt ggccccttcc tgaaggtaaa ettgtagege taaegcaatt agtggaaaaa 120 
:aat:acagt taggacatat agaaccttca ettagttget ggaacacacc tgtctttgtg 180 
ateeggaagg ett^egggtc ttategctta ttgeatgact tgcgcgctgt taacgctaag 240 
cttgtt-ctt ttggggccgt ccaacagggg gcgccggttc t-tccgcgct cccgcgtggc 300 
tggcccotga tggtcctaga cctcaaggat tgcttctttt ctattcctct tgcggaacaa 360 
gatcgegaag ettttgeatt tacgctcccc tctgtgaata accaggccc: cgctcgaaga 420 
ttccaatgga aggtcttgee ccaagggatg acctgttctc ccactatctg tcagttgata 480 
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gtgggtcaaa tacttgagcc cttg :gactc 
atggatgatc ttctgctagc cgcctcaagt 
gttatcagta cattggaaag agccgggttc 
cccggagtac aatatcttgg gtacaagtta 
gtagcagaac ccaggatagc caccttgtgg 
tggcttcgcc cagcgctagg aatcccgcct 
cgagggtcag atcctaacga ggcgagggaa 
gagatcgtgc agctcagca: cactgctgcc 
gaaggagcgg tcgctagatg tgaacagggg 
acacacccaa ggccatgttt gtggttattc 
tggttagaag tgctcaccc: tttgattact 
ggcaaggagg ttgatatccc cctgttgcct 
gaggggatcc tgttagcccc tagggggttt 
tctatttttg acattgcgcg tc:actgcat 
cctgtaccgg gacccactgt ctttaccgac 
gtctggaggg agggccc sag gt gggagata 
caacaactgg aagcacgcg: tgtggccatg 
aatgtagtga ctgactctg: gtttgttgcg 
gtcccgtcta cagcggcgg z ttttatttta 
gccgccgttc tccacgtgcg gagtcattct 
gacgtggcag atagccaagc cacctttcaa 



aagcacccat ct :tgcgcat gttgcattat 54 0 

catgatgggt tggaagcggc aggggaggag 600 

accatttcgc ctgacaaggt ccagagggag 600 

ggcagtacgt atgtagcacc cgtaggcctg 700 

gatgttcaga agctggtggg gccacttcag 700 

cgactgatgg gc:c:rttta tgagcagtta 840 

tggaatctag acatgaaaat ggcctggaga 900 

ttggaacgat gggaccctgc cctgcctctg 960 

gcaatagggg tcctgggaca gggactgtcc 1020 

tccacccaac ccaccaaggc gtttactgct 1030 

aagctacgtg cttcggcagt gcgaaccttt 1140 

gcatgctttc gggaggacct tccgctcccg ll'OO 

gcaggaaaaa tcaggagtag tgacacgcca 1060 

gcttctctga aagtgagggt tac:gaccac 1000 

gcctcctcaa gcacccataa gggggtggta 1330 

aaagaaatag ctgatttggg ggcaagtgta 1440 

gcacttctgc tgtggccgac aa:gcccact 1500 

aaaatgttac tcaagatggg gcaggaggga 1500 

gaggatgcgt taagccaaag gtcagccatg 1000 

gaggtgccag ggtttttcac agaaggaaat 1060 

gcgtat 1716 



<010> 5 
<011> 2574 
<212> DNA 

<013> Avian Myeloblastosis Virus 



<400> 5 

actgttgcgc tacatctgg: tattccgctc 
a:tcaccagt qcccccttc: tgaaggtaaa 
gaattacagt taggacata': agaaocttca 
atccggaagg cttccgggtc tcatccctta 
cttgttcctt ttggggccgt ccaacagggg 
tggccccrga tcgtcctaqa cctcaaggat 
gatcgcgaag cttttgcat: tacqctcccc 
r.tccaatgga acgtcttgcc ccaagggatg 
gtgggtcaaa tacttgagc: crtgcgactc 
atggatgatc ttntgctagc cgcctcaagt 
gttatcagta cattggaaag agccgggttc 
cccggagtac aatatcttgg gtacaagtta 
gcagcagaac ccaggatagc caccttgtgg 
tggcttcgcc cagcgctagg aatcccgcct 
cgagggtcag atcctaacga ggcgagggaa 
gagatcgtgc agctcagcac cactgctgcc 
gaaggagcgg tcgctagatg tgaacagggg 
acacacccaa ggocat gtt t gtggttattc 
tggttagaag tgctoaccct tttgattact 

-j 3 — — — g g a -3 -j - - - - ^ ~ - - - d 

gaggggatcc tgttagccct tagggggttt 
tctatttttg acattgcgcg tocaccgcat 
cctgtaccgg gacccactgt ctttaccgac 
gtctggaggg agggcccaag gtgggagata 
caacaactgg aagcacccgc tgtggccatg 
aatgtagtga ctgactct gc gtttgttgcg 
gtcccgtcta cagcggcggc ttctatttta 
gccgccgttc tccacgtgcg gagtcattct 
gacgtggcag atagccaagc cacctttcaa 
cataccgctc tccatatccg ac:c-:gcgcg 
caggctaggg aggttgttca gacctgcccg 
ggggtaaacc ccaggggttt gggaccccta 
cctagaatgg ctccccgttc ccggctcgct 
gtcgtaactc agcatggccg cgtcacatcg 
atcgccgttt tgggaagacc aaaggccata 



aaatggaagc caaaccacac gcctgtgtgg 60 

cttgtagcgc taacgcaatt agtggaaaaa 100 

cttagttgct ggaacacacc tgtctttgtg li-0 

ttgcatgact tgcgcgctgt taacgctaag 240 

gcgccggttc t ct ccgcgct c: cgcgtggc 300 

tgcttctttt ctattcctct cgcggaacaa 060 

t ctgtgaata accaggcccc cgct cgaaga -10 0 

acctgttctc ccactatctg tcagttgata 400 

aagcacccat ctctgcgcat gttgcattat 54 0 

catgatgggt tggaagcggc aggggaggag 600 

accatttcgc ctgataaggt ccagagggag 660 

ggcagtacgt atgtagcacc cgtaggcctg 7j0 

gatgttcaga agct ggtggg gt cacttcag 7 0 

cgactgatgg gcccctttta tgagcagtta 64 0 

tggaatctag acatgaaaat ggcctggaga 900 

ttggaacgat gggaccctgc cctgcctctg 060 

gcaatagggg tcctgggaca gggactgtcc 0 000 

tccacccaac ccaccaaggc gtttactgct 1 C 0 0 

aagctacgtg cttcggcagt gcgaaccttt 114 0 

gcaggaaaaa tcaggagtag tgacacgcca 1060 

gtttctctga aagtgagggt taccgaccac 1020 

gcctcctcaa gcacccataa gggggtggta 1 30 0 

aaagaaatag ctgatttggg ggcaagtgta 14 40 

gcacttctgc tgtggccgac aacgcccact 15 00 

aaaatgttac tcaagatggg gcaggaggga 1560 

gaggatgcgt taagccaaag gtcagccatg 1620 

gaagtgccag ggtttttcac agaaggaaat 1630 

gcgtatccct tgagagaggc taaagatctc 1740 

ctatccaaag cgtgtaatat at ctatgcag 1-00 

cattgtaatt cagcccctgc gttggaggcc lc60 

cagatatggc agacagactt tacactagag 1-20 

gttactgtgg ataccgcctc atctgcgata 1030 

gttgctgcac aacatcattg ggccacggct 2040 

aaaacagata atgggtcctg cttcacgtct 0100 



26 



aaatccacgc gagagtggct cgcgagatgg gggatagcac acaccaccgg gatrccgggr 21b0 
aattcccagg gtcaagctat ggtagagcgg g:oaaccggc tccigaaaga taagatocgt 2220 
citgcttgcgg agggggatgg :tttatgaaa agaatcccca ccagcaaaca gggggaacta :.280 
ttagc-aagg caatgtatgc ::ttaatcac "tgagcgtg gtgaaaacac aaaaacaccg 1340 
atacaaaaac actggagacc tac-gttstt acagaaggac ccc:ggttaa aatacgaata 2400 
oagacagggg agtgggaaaa aggatggaac gcgctggtct ggggacgagg ttatgcagct 24o0 
gtgaaaaaca gggacaotga taaggttatt tgggtaccct -tcgaaaagt taaaccggac .-520 
a-cgcccaaa aggatgaggt gactaagaaa gatgaggcga gc^ctctttt tgca 2574 

<210> 6 
<111> 572 
■;212> PRT 

•■■:213> Avian Myeloblastosis Virus 
-:400> 6 

Hr Val Ala Leu His Leu Ala He Pro Leu Lys Trp Lys Pro Asn His 

5 10 15 

T-r Pro Val Trp He Asp Gin Tro Pro Leu Pro Glu Gly Lys Leu Val 
20 " 25 30 

Ala Leu Thr Gin Leu Val Glu Lys Glu Leu Gin Leu Gly His He Giu 
3 5 4 0 4 5 

t=-o Ser Leu Ser Cys Trp Asn Thr Pro Val Phe Val He Arg Lys Ala 
50 55 60 

S-^r Gly Ser Tvr Arg Leu Leu His Asp Leu Arg Ala Val Asn Ala Lys 
"♦55 ' 70 7 5 3 0 

L-=u Val Pro Phe Gly Ala Val Gin Gin Gly Ala Pro Val Leu Ser Ala 
85 90 95 

L^u Pro Arg Glv Tro Pro Leu Met Val Leu Asp Leu Lys Asp Cys Phe 
100 " 105 HO 

-he Q .er 11*= Pro Leu Ala Glu Gin Asd Arg Glu Ala Phe Ala Phe Thr 
115 120 125 

t eu Pro Ser Val Asn Asn Gin Ala Pro Ala Arg Arg Phe Gin Trp Lys 
130 135 140 

T 'al Leu Pro Gin Gly Met Thr Cys Ser Pro Tnr He Cys Gin Leu He 
145 150 155 160 

"al Gly Gin He Leu Glu Pro Leu Arg Leu Lys His Pro Ser Leu Arg 
165 170 175 

Met Leu His Tyr Met Asp Asp Leu Leu Leu Ala Ala Ser Ser His Asp 
180 185 190 

Hy Leu Glu Ala Ala Gly Glu Glu Val He Ser Thr Leu Glu Arg Ala 
195 200 205 

Hy Phe Thr He Ser Ero Asp Lys Val Gin Arg Glu Pro Gly Val Gin 
210 215 220 

- yr Leu Glv Tvr Lys Leu Gly Ser Thr Tyr Val Ala Pro Val Gly Leu 
225 ' ' 230 235 240 

"?al Ala Glu Pro Arq lie Ala Thr Leu Trp Asc Val Gin Lys Leu Val 
245 250 255 
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Gly Ser Leu Gin 
2 60 

Met Gly Fro Phe 
2^5 

Arg Glu Tro Asn 

290 

Leu Ser Thr Thr 
305 

Glu Gly Ala Val 



Gin Gly Leu Ser 
340 

Gin Pro Thr Lys 
355 

lie Thr Lys Leu 
370 

Asp lie Leu Leu 

385 

Glu Gly He Leu 



Ser Asp Thr Pro 
420 



Leu Lys Val Arg 
435 

Thr Asp Ala Ser 
450 

Gly Pro Arg Trp 
465 

Gin Gin Leu Glu 



Thr Thr Pro Thr 
5 00 

Leu Leu Lys Met 
515 

He Leu Glu Asp 
530 

His Val Arg Ser 
545 

Asp Val Ala Asp 



Trp Leu Arg Pro 



Tyr Glu Gin Leu 
280 

Leu Asp Met Lys 
295 

Ala Ala Leu Glu 
310 

Ala Arg Cys Glu 
325 

Thr His Pro Arg 



Ala Phe Thr Ala 
360 



Arg Ala Ser Ala 
375 

Leu Pro Ala Cys 
3 90 

Leu Ala Leu Arg 
405 

Ser He Phe Asp 



Val Thr Asp His 
440 



Ser Ser Thr His 
455 

Giu He Lys Glu 
4 7 0 

Ala Arg Ala Val 
485 

Asn Val Val Thr 



Gly Gin Glu Gly 
520 

Ala Leu Ser Gin 
535 

His Ser Glu Val 
550 

Ser Gin Ala Thr 
565 



Ala Leu Gly lie 

265 

Arg Gly Ser Asp 



Met Ala Trp Arg 
300 

Arg Trp Asp Pro 
315 

Gin Gly Ala lie 

3 30 

Pro Cys Leu Trp 
345 

Trp Leu Glu Val 



Val Ara Thr Phe 
380 

Phe Arg Glu Asp 
395 

Gly Phe Ala Gly 
410 

He Ala Arg Pro 
425 

Pro Val Pro Gly 



Lys Gly Val Val 
460 

lie Al a Asp Leu 
475 

Ala Met Ala Leu 
490 

Asp Ser Ala Phe 
505 

Val Pro Ser Thr 



Arg Ser Ala Met 
540 

Pro Gly Phe Phe 
555 

Phe Gin Ala Tyr 
570 



Pro Pro Arg Leu 
270 

Pro Asn Glu Ala 
285 

Glu He Val Gin 



Ala Leu Pro Leu 
320 



Gly Val Leu Gly 
335 

Leu Phe Ser Thr 
350 

Leu Thr Leu Leu 
365 

Gly Lys Glu Val 



Leu Pro Leu Pro 
4 00 

Lys He Arg Ser 
415 

Leu His Val Ser 
430 

Pro Thr Val Phe 
445 

Val Trp Arg Glu 



Gly Ala Ser Val 
480 

Leu Leu Trp Pro 
4 95 

Val Ala Lys Met 
510 

Ala Ala Ala Ehe 

525 

Ala Ala Val Leu 



Thr Glu Gly Asn 
5 60 
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<210> 7 

<.::": 11> 858 

<jl2> PF.T 

<213> Avian Myeloblastosis Virus 



<4 00> 7 

Thr Val Ala Leu His Leu Ala lie Pro Leu Lys Trp Lys Pro Asn His 
15 10 15 

Thr Pro Val Trp lie Asp Gin Trp Pro Leu Pro Glu Gly Lys Leu Val 
20 25 30 

Ala Leu Thr Gin Leu Val Glu Lys Glu Leu Gin Leu Gly His lie Glu 
35 40 45 

Pro Ser Leu Ser Cys Trp Asn Thr Pro Val Phe Val lie Arg Lys Ala 
50 55 60 

^r Gly Ser Tyr Arg Leu Leu His Asp Leu Arg Ala Val Asn Ala Lys 
65 70 75 80 

L^u Val Pro Phe Gly Ala Val Gin Gin Gly Ala Pro Val Leu Ser Ala 
85 90 95 

Leu Pro Ara Gly Trp Pro Leu Met Val Leu Asp Leu Lys Asp Cys Phe 
100 105 HO 

Phe Ser He Pro Leu Ala Glu Gin Asp Arg Glu Ala Phe Ala Phe Thr 
115 120 125 

Leu Pro Ser Val Asn Asn Gin Ala Pro Ala Arg Arg Phe Gin Trp Lys 
130 135 140 

Val Leu Pro Gin Gly Met Thr Cys Ser Pro Thr He Cys Gin Leu He 
145 150 155 160 

Val Gly Gin He Leu Glu Pro Leu Arg Leu Lys His Pro Ser Leu Arg 
165 170 175 

Met Leu His Tvr Met Asp Asp Leu Leu Leu Ala Ala Ser Ser His Asp 
180 " 185 190 

Gly Leu Glu Ala Ala Gly Glu Glu Val He Ser Thr Leu Glu Arg Ala 
195 200 205 

Gly Phe Thr He Ser Pro Asp Lys Val Gin Arg Glu E ro Gly Val Gin 
210 215 220 

■r^yr Leu Gly Tyr Lys Leu Gly Ser Thr Tyr Val Ala Pro Val Gly Leu 
225 ' 230 235 240 

Val Ala Glu Pro Arg He Ala Thr Leu Trp Asp Val Gin Lys Leu Val 
245 250 255 

Gly Ser Leu Gin Trp Leu Arg Pro Ala Leu Gly He Pro Pro Arg Leu 
260 265 270 

Met Gly Pro Phe Tyr Glu Gin Leu Arg Gly Ser Asp Pro Asn Glu Ala 
275 280 185 

Arg Glu Trp Asn Leu Asp Met Lys Met Ala Trp Arg Glu He Val Gin 
290 ' " 295 300 
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Leu Ser Thr Thr Ala Ala Leu Glu Arg Trp Asp Pro Ala Leu Pro Leu 
305 310 315 320 

Glu Gly Ala Val Ala Arg Cys Glu Gin Gly Ala lie Gly Val Leu Gly 
325 330 335 

Gin Gly Leu Ser Thr His Pro Arg Pro Cys Leu Trp Leu Phe Ser Thr 
340 345 350 

Gin Pro Thr Lys Ala Phe Thr Ala Trp Leu Glu Val Leu Thr Leu Leu 
355 360 365 

lie Thr Lys Leu Arg Ala Ser Ala Val Arg Thr Phe Gly Lys Glu Val 

370 375 380 

Asp lie Leu Leu Leu Pro Ala Cys Phe Arg Glu Asp Leu Pro Leu Pro 
385 390 395 400 

Glu Gly lie Leu Leu Ala Leu Arg Gly Phe Ala Gly Lys He Arg Ser 
405 410 415 

Ser Asp Thr Pro Ser He Phe Asp He Ala Arg Pro Leu His Val Ser 
420 425 430 

Leu Lys Val Arg Val Thr Asp His Pro Val Pro Gly Fro Thr Val Phe 
435 440 445 

Thr Asp Ala Ser Ser Ser Thr His Lys Gly Val Val Val Trp Arg Glu 
4 50 4 55 4 60 

Gly Pro Arg Trp Glu lie Lys Glu He Ala Asp Leu Gly Ala Ser Val 
465 470 475 480 

Gin Gin Leu Glu Ala Arg Ala Val Ala Met Ala Leu Leu Leu Trp Pro 
485 490 495 

Thr Thr Pro Thr Asn Val Val Thr Asp Ser Ala Phe Val Ala Lys Met 
500 5 35 510 

Leu Leu Lys Met Gly Gin Glu Gly Val Pro Ser Thr Ala Ala Ala Phe 
515 520 H5 

lie Leu Glu Asp Ala Leu Ser Gin Arg Ser Ala Met Ala Ala Val Leu 
530 535 540 

His Val Arg Ser His Ser Glu Val Pro Gly Phe Phe Thr Glu Gly Asn 
545 550 555 560 

Aso Val Ala Aso Ser Gin Ala Thr Phe Gin Ala Tyr Pro Leu Arg Gru 
565 570 575 

Ala Lys Asp Leu His Thr Ala Leu His He Gly Pro Arg Ala Leu Ser 
580 585 590 

Lys Ala Cys Asn He Ser Met Gin Gin Ala Arg Glu Val Val Gin Thr 
595 600 605 

Cys Pro His Cys Asn Ser Ala Pro Ala Leu Glu Ala Gly Val Asn Pro 
610 615 620 

Arg Gly Leu Gly Pro Leu Gin He Trp Gin Thr Asp Phe Thr Leu Glu 
625 630 635 640 
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?r:> Arg Met Ala Pro Arg Ser Trp Leu Ala Val Thr Val Asp Thr Ala 
645 650 655 

Ser Ser Ala lie Val Val Thr Gin His Gly Arg Val Thr Ser Val Ala 
660 665 670 

Ala Gin His His Trp Ala Thr Ala lie Ala Val Leu Gly Arg Pro Lys 

675 680 685 

Ala lie Lys Thr Asp Asn Gly Ser Cys Phe Thr Ser Lys Ser Thr Arg 
690 " 695 700 

Giu Trp Leu Ala Arc Trp Gly lie Ala His Thr Thr Gly lie Pro Gly 

7C5 710 715 720 

Asn Ser Gin Gly Gin Ala Met Val Glu Arg Ala Asn Arg Leu Leu Lys 
725 730 735 

Aso Lys lie Arg Val Leu Ala Glu Gly Asp Gly Phe Met Lys Arg lie 
740 745 750 

Fr: Thr Ser Lys Gin Gly Glu Leu Leu Ala Lys Ala Met Tyr Ala Leu 

755 760 765 

Asn His Phe Glu Arg Gly Glu Asn Thr Lys Thr Pro lie Gin Lys His 

770 775 780 

Tro Arg Pro Thr Val Leu Thr Glu Giv Pro Pro Val Lys lie Arg lie 
":5 7 90 ~ 7 95 8 00 

Glu Thr Gly Glu Trp Glu Lys Gly Trp Asn Val Leu Val Trp Gly Arg 
805 " 810 815 

Gly Tyr Ala Ala Val Lys Asn Arg Asp Thr Asp Lys Val lie Trp Val 
820 825 830 

Fro Ser Arg Lys Val Lys Pro Asp lie Ala Gin Lys Asp Glu Val Thr 

8 35 84 0 845 

Lvs Lys Asp Glu Ala Ser Pro Leu Phe Ala 
8 5 0 8 5 5 



Jitgact :ga attcatgcgt cgccgtcgcc gtcgccgtcg cactgttgcg ctacatctgg 60 



<-::o> 8 
- :n> 62 
-•:i2> di;a 




Description of Artificial Sequence: Primer 



- 4 00> 



8 



62 



• 110:- 9 



65 
DMA 




Sequence 



120- 

223;* Description of Artificial Sequence: Primer 
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< 40Q> 9 ^ 
caraactaca attcatgaga ggcagccacc atcaccarca ccatactgtt gcgccacatc ^ 

tcgct 



:i ;> io 

.: 2 1 1 > 4 2 5 

cjlO D11A 

;2iO Escherichia ccii 



<4 00> 10 

cggtctgata 
gccgaar.ca 
agtagggaac 
gr.tttatrtg 
atttgaacgt 
ccaggeat :a 
c:::t 



ggatgagaga 
aaacagaat t 
gaagtgaaac 
tgccaggcat 
ttgtttgtcg 
tgcgaagcaa 
aattaagcag 



agattttcag 
tgcctggcgg 
gccgtagcgc 
caaataaaac 
gtgaacgct c 
cggcccggag 
aaggccatgc 



cctgatacag 
cagt agcgcg 
cgatggt agt 
gaaaggctca 
tcct gagtag 
ggtggcgggc 
tgacgcatgg 



attaaatcag 
gtggtcccac 
gtggggtctc 
gt cgaaagac 
gacaaatccg 
aggacgcccg 
cctttttgcg 



aacgcagaag 60 
ctgaccccat 12C 
cccatgcgag 180 
tgggcctttc 24 0 
ccgggagcgg 300 
ccataaactg 300 
tttctacaaa 42j 



< J 1 0 > li 

<-2i2> l::a 

<213> Artificial Sequence 



^ - f ; 



jscription of Artificial Sequence: Primer 



.400 li 

xaaactgcag agcagtaagc cggtcataaa a 

:210> 12 

: 2 1 1 > 31 

'212> 14IA 

:213> Artificial Sequence 



:220 lescription of Artificial Sequence: 



Primer 



hazzzzaq cgtgctggat gaagtgtatt a 



:11> 2155 
:12> I'M A 

':13> Escherichia ccli 



*. :ac :a :ccg 
aaggagagtt 
aagttgaaac 
rccgcg gcga 
z gctggatgt 
agaagaccga 
-a agcgt aatc 
aaagac gtaa 
cagatgcag 
ntcggtgcac 
gacaagttcg 
get gcaggcg 
rtgaaagctg 
7ttaccgctg 
attget cagg 



ggaaaccacg 

atcaatgaat 

t aaat ct get 

agtgct ggct 

caaagttggc 

caatgaagaa 

cgcgcacgac 

aatt eggtaa 

tgaaagtt ac 

cgaccatcac 

aaaatatggg 

acggtaccac 

ctgctgcggg 

cagtt gaaga 

ttggtaccat 



t aagct cegg 
attcgt ccat 
ggeggcat eg 
gt eggcaatg 
gaeategtta 
gtgttgatca 
actgaacata 
egacget cgt 
cctcggtcca 
caaagatggt 
t gcgcagatg 
cact gcaacc 
cat gaacccg 
actgaaagcg 
ct ccgctaa c 



cgtcacccat 

tgeatcateg 

ttctgacegg 

gccgtatcct 

ttttcaacga 

tgtccgaaag 

cgaatttaag 

gtgaaaatgc 

aaaggccgta 

gtttccgttg 

gtgaaagaag 

gtactggctc 

atggacctga 

ctgtccgtac 

t ccgacgaaa 



aacagat acg 

cgtgatcgtc 

ctctgcagcg 

z gaaaatggc 

tggctacggt 

cgacatt ctg 

gaat aaagat 

tgcgcggcgt 

aegtaqtt ct 

ctcgtgaaat 

ttgcctctaa 

aggct at cat 

aacgtggt at 

catgetctga 

ccgtaggtaa 



gactttctca 

aagcgt aaag 

gctaaatcca 

gaagtgaagc 

gtgaaatctg 

gcaattgttg 

aatggcagct 

aaacgt act g 

ggataaatct 

cgaactggaa 

agcaaacgac 

cactgaaggt 

egacaaageg 

etctaaageg 

actgatcget 



12 0 
1 0 



t- 1 1 ( i 
0- 6 0 
7 2 0 
7 30 



4 



■ j J 
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gaagcgatgg acaaagtcgg taaagaaggc 
caggacgaac tggacgrggt tgaaggtatg 
ttcatcaara agccggaaac tggcgcagta 
ga:aagaaaa tctccaacat ccgcgaaatg 
ggcaaaccgc tgctgatcat cgctgaagat 
gttaa:ac:a tgcgtggcat cgcgaaagtc 
cgtcgtaaag ctatgctgca ggatatcgca 
gagatcggta tggagctgga aaaagcaacc 
gtgat:aaca aagacaccac ca:tatcatc 
ggccgtgttg ctcagatccg tcagcagatt 
aaactgcagg aacgcgtagc gaaactggca 
gctaccgaag ttgaaatgaa agagaaaaaa 
cgtgctgcgg tagaagaagg cgtggttgct 
tctaaactgg ctgacctgcg tggtcagaac 
ctgcgtgcaa tggaagctcc gctgcgtcag 
gttgttgcta acaccgttaa aggcggcgac 
gaatacggca acatgatcca catgggtatc 
ctgcagtacg cagctictgt ggctggcctg 
ctgccgaaaa acgatgcagc tcacttagqc 
argggcgg^a tgatgtaatt gc:ctgcacc 

<310> 14 

<111> 3139 

<212> DV.A 

<213> Escherichia coli 



gttatcaccg rtgaagacgg taccggtctg 1 0 2 0 
cagttcgacc gtggctacct gtctccttac 1030 
gaactggaaa gcc-gttcat cctgctggct 1110 
ctgrcggtrc tggaagctgt tgccaaagca 1 - ■:■ 0 
gtagaaggcg aagcgcrggc aactctggtt 12-:0 
gctgcggtta aagcac^ggg cttcggcgat 13^0 
accctgactg gcggtaccgt gatctctgaa 132:0 
:tggaagacc tgggtcaggc taaacgtgtt 1 14 0 
gatggcgtgg gtgaagaagc tgcaatccag 1503 
gaagaagcaa cttctgacta cgaccgtgaa 15*0 
ggcggcgttg cagttatcaa agtgggtgct 1630 
gcacgcgttg aagatgccct gcacgcgacc 1330 
ggtggtgctg ttgcgctgat ccgcgtagcg 1740 
gsagaccaca argtgggtat caaagttgca 1300 
atcgtattga a^tgcggcga agaaccgrct 13 l :-0 
gqcaactacg gttacaacgc agcaaccgaa 1?10 
ctggatcraa ccaaagtaac tcgttctgct 1930 
atcatcacca ccgaatgcat ggttaccgac 3040 
gctgctggcg gtatgggcgg catgggtggc 21-10 
tcgcagaaat aaacaaaccc ccggg 2135 



<40Q> 14 

angggtaaaa taattggtat cgacctgggt 
ggcaccactc ctcgcgtgct ggagaacgcc 
gcctataccc aggatggtga aactctagtt 
aacccgcaaa acactctgtt tgcgattaaa 
gaagtacagc gtgatgtttc carcatgccg 
gcatgggtcg aagttaaagg c:agaaaatg 
aaaaaaatga agaaaaccgc tgaagattac 
accgtaccgg ca:act:taa cgatgctcag 
gctggtct gg aagtaaaacg :a:catcaac 
ctggacaaag gcactggcaa ccgtactatc 
aatatttcta ttatcgaaat cgacgaagtt 
accaacggtg ataccracct ggggggtgaa 
gttgaagaat t:aagaaaga rcagggcatt 
:gcctgaaag aagcggcaga aaaagcgaaa 
gttaacctgc catacatcac tgcagacgcg 
actcgtgcga aactggaaag cctggttgaa 
aaacttqcac -gcaggacgc tggcctgtcc 
agtggtcaga ctcg^atgcc aatggttcag 
ccgcgtaaag acgttaaccc ggacgaagct 
gttctgactg gtgacgtaaa acacgtactg 

alCudac, J>-G g ^ ^ ^ ^ ^ - -- - - ~~ ~ - -~ - 

aagcacagcc aggtgttctc t accgctgaa 
otgcagcgtg aacgtaaacg t gcqgctgat 
ggtatcaacc cggcaccgcg cggcatgccg 
gacggtatcc tgcacgtttc cgcgaaagat 
atcaaggctt cttctggtct gaacgaagat 
gctaacgccg aagctgaccg taagtttgaa 
catctgctgc acagcacccg taagcaggtt 
gacaaaacig ctatcgagtc -gcgctgact 
aaagccgcta tcgaagcgaa aatgcaggaa 
atcgcccagc agcaacatgc ccagcagcag 
gcgaaagatg acgatgttgt cgacgctgaa 
ccctataaac gggtaattat actgacacgg 
ttcatctagg ggcaatttaa aaaagatggc 
ttccaaaaca gcggaagagc qrgaaatcag 
ccacccggac cgtaaccagg gigacaaaga 



ac-accaact cttgtgtagc gartatggat 3 3 _ 
caaggcgarc gcaccacgcc ttctatcatt 1-0 
ggtcagccgg ctaaacgtca ggcagtgacg 130 
cgcctgattg gtcgccgctt ccaggacgaa 24 0 
rt-aaaatta ttgctgctga taacggcgac 300 
gcaccgccgc agatttctgc tgaagtgctg 3fc0 
ctgggtgaac cggtaactga agntgttatc 420 
cgt^aggzaa c-:aaagacgc aggccgtatc 4? J 
,:aaccga:cg -zagctgcgct ggctt acggt 54 0 
qcggtctatg a—tgggtgg tggtactttc 603 
-acggcgaaa aaaccttcga agttctggca t>o0 
gactt=ga=a grcgtctgat caactatctg 71; 
gacctgcgca acgatccgct ggcaatgcag 730 
atcgaactgt :tzccgctca gcagaccgac 8 4 0 
accggcccga aacacatgaa catcaaagtg 90 J 
gatctggtaa ac:gttccat tcagccgctg 960 
gtatctqata tcgacgacgt tatcctcgtt 1010 
aagaaaottg ctgagitctt tggtaaagag 13:-0 
qtagcaatcg gtgctgctgt -cagggtggt 1140 
ctcrctqsacg tiaccccgct gtctctgggt 1:00 
:-t^at- : cga ^aacacc^c ^tcccaacc 
gacaaccagt ctgcgqtaac catccatgtg 3.110 
aacaaatctc tgggtcagtt caacctagat 1^° 
-agatcgaag ttaccttcga tatcgatgct 3440 
aaaaacagcg gtaaagagca gaagatcacc 1 r ■ J 0 
gaaatccaga aaatggtacg cgacgcagaa 3360 
gagctgg^ac agactcgcaa ccagggcgac 
gaagaagcag gcgacaaact gccggctgac J-'-^'O 
gcactggaaa ctgctctgaa aggtgaagac 134 0 
-.-ggcacagg tttcccagaa a:tgatggaa lr00 
acrgccggtg c~ gangcttc t gcaaacaac 1300 
tttgaagaag tcaaagacaa aaaataatcg lo20 
gcgaagggga atttcctctc cgcccgtgca 1030 
tiagcaagat tattacgaga r—taggcgt ^- ; - ! ^ 
aaaggcctac aaacgcctgg c:atgaaata 
ggccgaggcg aaatttaaag agatcaagga ~lo0 
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agctt atgaa 
t gcgt t t gag 
tattttt ggt 
gcgcggtgct 
ga ccaaagag 
iaaacca ggt 
grgccaggga 
ga t caaag at 
gt ccgttaaa 
t gaagcgggc 
gcacccgatt 
ta tggcggcg 
agt gcctggc 
tg tccgcggt 
c ctgaacgaa 
cggcgagcac 
cgacctgacc 



gtt ct gaccg 
caaggtggca 
gacgtttt =g 
gattt acg -t 
at:cgcat:c 
acacagccgc 
tt rttcgctg 
cc gt geaaea 
at zee ggcag 
gagcatgqcg 
ttogagcgtg 
ctgggtggcg 
gaaacccaga 
ggege acagg 
aggca gaaac 
aacagcccgc 
cgctaataa 



act cgcaaaa 
tgggeggegg 
gcgatatttt 
at aacat gga 
cgactct gga 
agactt gt ce 
tacageagac 
aatgt catgg 
gggtggacac 
caccggcagg 
aaggcaacaa 
aaat cgaagt 
ceggtaaget 
gtgatt t get 
agetgetgea 
get caaagag 



aegt geggea 
cggttttggc 
tggcggcgga 
get caccctc 
agagtgtgac 
gacctgt cat 
ctgtccacac 
t catggtcgt 
t ggagacege 
cgat ctgtac 
cctgtattgc 
accgaccctt 
attcegtatg 
gtgccgcgtt 
agagctgeaa 
cttctttgat 



tacgat cagt 
ggcggcgcag 
cgtggtcgtc 
gaagaagctg 
gttt gc zacq 
ggttetggtc 
tgtcagggee 
gttgagegea 
ateegtcttg 
gttcaggtt c 
gaagtcccga 
gatggtcgcg 
cgcggt aaag 
gt cgt cgaaa 
gaaagcttcg 
ggtgtgaaga 



at ggt catgc 
acttcagega 
aacgtgcggc 
tacgtggcgt 
gtagcggtgc 
aggtgeagat 
geggtacget 
geaaaacget 
egggegaagg 
aggttaaaca 
tcaacttcgc 
t caaactgaa 
gcgt caagt c 
caceggtagg 
gtggcccaac 
agttttttga 



2220 
2230 
2340 
2 4 00 
2 4 60 
2520 
2580 
2640 
2 7 0 0 
2760 
2820 
2380 
2940 
3000 
3060 
3120 
3139 



<'210> 15 
<211> 34 
<212> DUA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 15 

cccccccggg atgggtaaaa taattggtat cgac 34 

<210> 16 
<211> 37 
<212> DMA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<4 00> 16 

cgcgggatcc ttattagegg gtcaggtcgt caaaaaa 37 



<2 10> 17 

•:211> 594 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 



:400> 17 

itgagtagta 

• aa racg aag 

: a tgaaaaag 

:gcattt tgc 

raaaaagece 

; gect ggat c 

raaggcattg 

jtgatcgccg 

:aatctgatg 

iatggtcgta 



aagaacaqaa 
agatt gaege 
ttgcgaat ct 
gtgt aaaagc 
acaaattege 
gtgeget gga 
agetgacget 
aaact aaegt 
aegttgege z 
cgatt cgtg z 



aacgectgag 
agt t gage ca 
egaaget eag 
cgaaat ggaa 
getggagaaa 
agtggctgat 
gaagtcgatg 
eccact ggac 
a ggtaae gta 
ggcgatggtt 



gggcaagccc 
g a a a c 1 1 c t g 
etggct gaag 
aaectgcgtc 
tteatcaacg 
aaagct aacc 
etggatgttg 
cegaatgtgc 
ctgggcatta 
act gtagega 



eggaagaaat 
e t g a g e a g g t 
eceagacccg 
gtegt actga 
aattgetgee 
eggat at gtc 
tgegt aagtt 
at caggecat 
tgcagaaggg 
aagcaaaagc 



tatcatggat 60 

ggatceeeec 120 

tgaacgtgac IcO 

actggatatt 24 0 

ggtgatt gat 3 -JO 

tgcgatggtt 2 60 

tggcgttgaa 4 20 

cgcaatggtg 4 8 0 

ttatacgetg 540 

ttaa 594 



-210> 18 

211> 34 

■ 212> DNA 

.213:* Artificial Sequence 



34 



■■'220> 

*:223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<:4 00:> 18 

cgcqgaattc atgagtagta aagaacagaa aacg 34 

• 210> 19 

• 211;> 37 
■-:212> DtTA 

■'2 13 ■> Artificial Sequence 
<120> 

<223s Description of Artificial Sequence: Primer 
<400;> 19 

aaaactgcag ttattaagct tttgctttcg ctacagt 37 

■:210> 20 
■'211> 2574 
<212> DIJA 

-:213> Escherichia coli 



-:4Q0> 20 

atgcgtctgg 

geactc gggc 

caggaagggg 

cgcacagat a 

r-ccagcca: 

cgtggtgata 

acgetggccg 

gaacaaatgc 

tt gaaaaaar 

artggtcgtg 

aacccggt ac 

-age gt atta 

garargggcg 

ggcgrg-rta 

■:aiaccatgg 

zz ggcgctgg 

oagtacatt g 

— e—rgrtg 

caccatgtgc 

acrgctgacc 

ae tcgtargc 

:a gc:caaac 

r.ggatatg-: 

gagtggaaag 

"g g : g"i a a 3 

:::gcaatacg 

ggcaaaaet a 

gcgcgttgga 

rgtatggagc 

"ctaacgct a 

::cctgttcc 

tttatgtttg 

c actcggtgt 

t acct gaecg 

a aagcgcat c 

gacgggcaag 

ggtt ccgat c 

gtgctcggtg 

gtggtctt z z 

:gtctgtaca 



at cgtcttac 
acgacaacca 
git cggttag 
tcaatcaggc 
cacaggatct 
actttatctc 
acatc ctgaa 
grggaggtga 
ataccatcga 
atgaagaaat 
tgattggtga 
tcaacggcga 
cgctggtggc 
ac gar ctt gc 
tcggcgcggg 
cgegtggtga 
aaaa a gatg z 
a agar accar 
a aatr act ga 
gtca get gec 
agat t gacr c 
r ggaacaaca 
t caacgaaga 
ragagaagg- 

gcaaaat c :c 
tgcgtctgtt 
eggggat tec 
aagaa rtgea 
t t cgt cgtag 
tegge :caac 
atagegaega 
ctcgtttggt 
aag:ggtg:g 
eggatgt crt 
ggagaacggt 
t gatt cagga 
t ggtaagc 3a 
at :cgct ggg 
aa igtctg ga 



t aataaatt c 
atttatcgaa 
tcctttatta 
at t aaatcgr 
ggtgcgcgrr 
gtcagaact g 
agcagcaggg 
aagcgr gaac 
ccttaccgaa 
t cgccgtacc 
a cccggcgt c 
agtgccggaa 
tggggcgaaa 
c aaa caggaa 
taaagc:gat 
attgea -tgc 
r gcgctggaa 
rgegattet g 
z aeggcaatr 
ggataa agee 
aaaaccagaa 
ggcgtraat g 
a :tgagcgac 
arcgett tcr 

ggaaetggaa 
gegta araaa 
ggtttct cge 
ccatcgcgt a 
ccgtgcgggg 
rggtgtgggg 
ggcgatggtc 
tggtgcgcct 
t-gtcqt--g 
z aacatt ct g 
c gacttcc gt 
aegctteggt 
t aacttccgt 
t gaacagcac 
a gaacgt ggt 



eagcttgetc 
ccactt ratt 
acar ccget g 
rt acegcagg 
cttaatcttt 
rtcgttctgg 
gcgaccaccg 
gatcaaggtg 
cgagccgaac 
at r caggtgc 
ggtaaaactg 
gggttgaaag 
catege ggtg 
ggcaaegtea 
ggcgcaatgg 
gta ggtgcca 
ngtcgt rrcc 
cgtggczrga 
gtt geagegg 
at cgacctga 
ga act cgacc 
aaagagrctg 
aaagaacgr c 
ggt aegea ga 

aagcaaetgg 
gt gaccgacg 
atgatggaaa 
attggt :aga 
ctggcggatc 
aaaacagagc 
cgtatcgata 
ccgggatatg 
t a 1 1 c c g t c a 
t tgcaggt ac 
aataeggteg 
gaactggat t 
ceggaattea 
at tgeer cga 
tatgaaatcc 



ttgccgatgc 
taatgagcg: 
gcataaatg z 
ttgaaggt a z 
gegacaager 
eggcaett ga 
ccaacatta: 
ctgaagacca 
a gggcaaacr 
tgcaacgtc g 
ccatcgttga 
gccgccgggt 
agrttgaaga 
rcctarttat 
aegceggaaa 
egacgett ga 
agaaagtgtt 
aa gaacgtt a 
egaegtr gr z 
r egatgaagc 
gactcgatc g 
argaagee ag 
agtacr cc ga 
ccatt aaa g z 
a z zt g gc g z g 
aagee gcaa z 
ccgaaatt gc 
gegagege ga 
aegaageggt 
caaatcgccc 
t ttgtaaggc 
t gtccgagtt 
teggt tat ga 
tectget gga 
t ggat gatgg 
tcattatgac 
atgegcacat 
ttaaeegtat 
t tgegcagat 
acatttctga 



ccaatcactt 
ectgetgaat 
rggccagttg 
rggtggtgat 
ggcgcaaaaa 
gtctcgcggc 
t caagegat r 
aegtcagget 
egateeggtg 
tactaaaaat 
aggtctggcg 
actggcgctg 
aegttr aaaa 
zgacga arta 
catg zt gaaa 
cgaarar zqz 
rgttgc-gag 
cga a t r g z a c 
r ^at zq ::ac 
a gcarc :agc 
regtat :atc 
r aaaaa aegt 
grta ga agaa 
ggaarr ggaa 

gcagct :gaa 
tgaagt get g 
aaaact gctg 
tgat grggt a 
gattggtrca 
getggegaac 
tatggagaaa 
agaaggtggc 
u g a a g r ggaa 
grgtcr gact 
ctctaacctc 
gaaagagetg 
cgatgaagtg 
t :agttgaaa 
egaggeget g 



60 
120 
180 
240 
j. 0 0 

3 60 
420 

4 80 
540 
6 0 0 

6 6 0 

7 2 0 
7 30 
84 0 
9 0 0 
9 60 
102 0 
1 0 & 0 
114 0 
1200 
1260 
1320 
1380 

1 4 4 0 
"■ - f i r* 

13 60 
162 0 
166 0 
1 7 4 0 
I?00 

re 6 0 

1920 
193 0 

2 04 0 
2100 
2160 
2220 
2230 
2340 
2400 
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aaactgctga gcgagaacgg ttacgatccg 
attzagcagc agarcgaaaa cccgctggca 
ggtaaagtga ttcgcctgga agttaatgaa 



gtctarggtg cacgtcctct gaaacgtgca 2460 
cagcaaatac tgtctggtga attggttccg 2520 
gaccggartg tcgccgtcca gtaa 2574 



<210> 21 
<211> 34 
<212> DNA 

<213r- Artificial Sequence 



<220> 

<223> Lescription of Artificial Sequence: Primer 
<:4C0> 21 

aaaactccag atgcgtctgg atcgtcttac taat 
<2:o> 12 

<211 • 3'? 

<212 * DIIA 

<213-^ Artificial Sequence 
<210> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 

<400> 22 

cccgggaagc ttattactgg acggcgacaa tccggtc 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer aktiven heterodimeren AMV-RT in prokaryotischen 
Wirtszellen, dadurch gekennzeichnet, daS, 

(i) eine oder mehrere DNA-Sequenz(en), die fur die a- und/oder [3-Kette der AMV-RT 
kodieren, in Expressionsplasmide kloniert werden, 

( ii) die Expressionsplasmide in prokaryotische Zellen transformiert werden, 

(iii) die losliche Expression der heterodimeren AMV-RT induziert wird und 

(iv) die rekombinante heterodimere AMV-RT aus den Zellen isoliert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die fur die a- und P-Kette 
kodierenden DNA-Sequenzen auf getrennten Expressionsplasmiden kloniert in einer 
Zelle exprimiert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die fur a- und P-Kette ko- 
dierenden DNA-Sequenzen auf einem Expressionsplasmid kloniert in einer Zelle expri- 
miert werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi sowohl die a- 
als auch die P-Kette mit einer Peptidsequenz fusioniert ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die a- oder P-Kette mit einer 
Peptidsequenz bestehend aus 2 bis 10 Argininresten und die P~ oder a-Kette mit einer 
Peptidsequenz bestehend aus 2 bis 10 Histidinresten fusioniert sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die fur die a- 
und P-Kette kodierenden DNA-Sequenzen, die mit fur zur reversiblen Bindung befahigte 
Peptidsequenzen kodierenden DNA-Sequenzen verbunden sind, auf einem Expressions- 
plasmid kloniert in einer Zelle exprimiert werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi a- und P- 
Kette mit der gleichen zur reversiblen Bindung befahigten Peptidsequenzen fusioniert 
sind. 



m 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi a- und p-Kette jeweils mit 
einer Peptidsequenz bestehend aus 2 bis 10 Histidinresten fusioniert sind. 

9. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi die Expres- 
sion bei einer Wachstumstemperatur von 10° bis 25°C und einer erniedrigten Induktor- 
konzentration erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafi die Expres- 
sion durch Coexpression von Hilfsgenen gesteigert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi als Hilfsgen das trpT-Gen, 
) das fur die Tryptophan-tRNA kodiert, verwendet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daS die Expression durch Coex- 
pression von Chaperongenen erhoht wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dafi die Gene fur GroEL 
und GroES, Dnak und DnaJ, GrpE und/oder ClpB coexprimiert werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dafi die Gene fur GroEL 
und GroES auf dem Expressionsplasmid, das auch die Gene fur die a- und die P-Kette 
tragt, kloniert sind und die Gene fur Dnak, DnaJ, GrpE und ClpB auf einem Helferplas- 
mid kloniert sind . 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Isolierung 
bzw. Aufreinigung der rekombinanten heterodimeren AMV-RT geeignete Affinitats- 
chromatographiematerialien verwendet werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafi die zur Aufreinigung ver- 
wendeten Affinitatschromatographiematerialien die unterschiedlichen, an die ot- 
und/oder P-Kette gebundenen Peptidsequenzen, reversibel gebunden. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dafi die zur Aufreinigung 
verwendeten Affinitatschromatographiematerialien metallionenchelatisierende 
Materialien oder Kationenaustauscher sind. 



38 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA- 
Sequenz SEQ ID NO: 5 oder die DNA-Sequenzen SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 in 
einer prokaryotischen Wirtszelle exprimiert werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dafi E. coli als 
Wirtszelle verwendet wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dafi die aktive 
heterodimere AMV-RT aus den Untereinheiten SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7 be- 
steht. 

Verwendung einer nach dem Verfahren der Anspruche 1 bis 20 erhaltlichen AMV-RT zur 
Amplifikation von RNA-Sequenzen 



I 
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Zusammenfassung: 

In der vorliegenden Erfindung wird die heterologe Expression der Reversen Transkriptase aus 
dem Avian Myeloblastosis Virus (AMV-RT) in prokaryotischen Zellen> insbesondere Escherichia 
coli (£. colt) beschrieben. Die Erfindung beinhaltet ebenfalls bestimmte MaSnahmen zur verein- 
fachten Aufreinigung der heterodimeren AMV-RT. 
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Figur 1 
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Figur 2 
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Figur 3 
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